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FARMÀCIA, UNIVERSITAT DE VALÈNCIA, VALENCIA.  
Las  helmintiasis  afectan  a  más  de  1.500  millones  de  personas  en  todo  el  mundo, 
causando una gran morbilidad y asociándose a importantes tasas de discapacidad. En ganadería, 
se estiman pérdidas de productividad de unos 1.200 millones de euros al año, a los que hay que 
sumar  los  gastos  en  tratamientos  antiparasitarios  que  rondan  los  1.000  millones  de  euros 
anuales. En  los animales cursan con problemas gastrointestinales, causando pérdidas de peso, 
retraso  en  el  crecimiento  y  baja  reproductibilidad.  En  la  presente  Tesis  Doctoral  se  ha 
establecido  un modelo  experimental  para  el  estudio  de  las  nematodosis  técnicamente  fácil  y 
reproducible.  Para  ello,  se  han  puesto  a  punto  las  condiciones  óptimas  de  infección  con  el 
modelo  experimental  Aspiculuris  tetraptera‐ratón  (CD1),  que  han  resultado  en  una  dosis 
infectante  de  2  hembras  grávidas  y  un  tiempo  de  infección  inferior  a  30  días  para  evitar 
infecciones  secundarias  consiguiendo  infecciones  controladas.  En  este  modelo  se  ha 
caracterizado  la  respuesta  inmunitaria,  tanto  a  nivel  local  como  sistémico,  generada  en  el 
hospedador.  Se  han  analizado  los  niveles  de  inmunoglobulinas,  el  recuento  leucocitario,  los 
cambios histológicos en la mucosa de colon y los perfiles de expresión de citoquinas en órganos 
y  tejidos  inmunoactivos  (bazo,  nódulo  linfático  mesentérico  y  placas  de  Peyer).  La  infección 
controlada del ratón se acompaña de elevadas IgM e IgG específicas en suero e IgA en mucosa. 
Todo  ello  acompañado  por  sobreproducción  de  quimioquinas  atrayentes  de  neutrófilos  y 
macrófagos en mucosa, y una respuesta inflamatoria Th17 inicial que facilita el establecimiento 
del parasitismo, y que deriva en una respuesta Th9  local promovida por  la  IL‐25 producida en 
respuesta  a  la  infección.  Como  un  primer  abordaje  en  el  estudio  de  la  prevención  de  las 
nematodosis  se  ha  empleado  este  modelo  en  ensayos  de  vacunación  con  la  proteína 
recombinante  PP2A,  formulada  con  distintos  adyuvantes  (mucoadhesivos  como 
carboximetilcelulosa o Plurónic, paredes bacterianas, polietilenimina y ácido oleico) y utilizando 
distintas  vías  de  administración.  La  vacuna  constituida  por  el  péptido  PP2Ar  con 
carboximetilcelulosa  y  paredes  bacterianas  como  coadyuvantes  (FV‐CMC),  administrada  vía 
intranasal, proporcionó los mejores valores de eficacia (tasa de protección) y seguridad (efectos 
adversos),  así  como  un mayor  efecto  inmunomodulador  protector,  por  lo  que  es  una  buena 
candidata para ensayos de inmunización frente a nematodosis. 
 













































































































































































El  término  "helminto"  comprende  tradicionalmente varios  grupos muy diferentes de 
parásitos: Turbellaria, Trematoda, Cestoda, Nematoda y Acanthocephala. En total, hasta ahora 
se han descrito más de 340 especies de helmintos como parásitos de humanos. Los helmintos 












estadios  larvarios  de  Taenia  solium  en  el  cerebro  pueden  causar  una  enfermedad 
potencialmente  mortal.  Las  infecciones  con  Enterobius  vermicularis  inducen  solo  síntomas 
clínicos débiles (prurito anal), pero la ingestión de carne cruda o poco cocida que contiene unas 
pocas larvas de Trichinella puede causar síntomas clínicos graves, por multiplicación del parásito 
en el  hospedador,  como diarrea,  fiebre,  dolor muscular  e  incluso parada  respiratoria  (Auer & 
Aspöck, 2014). 
Los  seres  humanos  pueden  desempeñar  el  papel  de  hospedadores  definitivos, 
intermediarios o erráticos dentro del  ciclo de vida de un helminto,  los humanos actúan como 
hospedadores  definitivos,  por  ejemplo,  de  la  Taenia  saginata,  que  se  localiza  como  verme 
adulto  en  el  intestino  delgado;  pueden  actuar  como  hospedadores  intermediarios  de 
Echinococcus granulosus o E. multilocularis. En el caso de Toxocara canis,  los humanos actúan 
como  hospedadores  erráticos;  la  ingestión  accidental  de  los  huevos  infectantes  de T.  canis  a 
través de manos, agua o suelo contaminados no causan ningún síntoma clínico en la mayoría de 
las  infecciones, aunque algunas personas pueden sufrir el  síndrome de  larva migrans visceral, 
síndrome de larva migratoria ocular y toxocarosis cerebral (Krauss et al., 2004). 
Los  helmintos  pueden  acceder  a  los  humanos  de  varias  maneras:  por  ingestión  de 
alimentos que contengan la forma infectante poco cocidos o crudos: plantas acuáticas (Fasciola 
hepatica),  carne  (T.  saginata),  cangrejos  (Paragonimus  spp.);  agua  contaminada  sin  hervir 
(Dracunculus medinensis); manos  sucias  (E.  granulosus);  por  penetración  activa  de  la  piel  por 
larvas  de  vida  libre  (anquilostomas  o  Strongyloides  stercoralis);  o  por  transmisión  pasiva  de 
larvas  por  vectores  insectos  (Wuchereria  bancrofti).  Numerosos  parásitos  helmínticos  se 
transmiten  de  persona  a  persona  (E.  vermicularis,  Ascaris  lumbricoides,  Trichuris  trichiura) 
directa  o  indirectamente  y,  además,  un  número  considerable  de  helmintos  de  animales  son 



















Los  órganos  diana  de  los  helmintos  en  humanos  son  muy  variados:  intestino 
(delgado o grueso), pulmones, hígado, cerebro, piel…  Además del microhábitat de parasitación 
característico,  pueden  producirse  complicaciones  a  causa  de  las  migraciones  complejas  a 
otros órganos que no  son  los habituales  (Gállego, 2007). 
Las  condiciones  ambientales  intervienen  de  manera  decisiva  en  la  transmisión en la 
mayoría de los casos. Los climas  tropicales  y  subtropicales, por ejemplo,  permiten  el  correcto 
desarrollo  y  mantenimiento  de  las  formas  de  resistencia  y  la  interacción  entre  parásito  y 
hospedador.  Debido  a  la  complejidad  de  los  ciclos  y  para  asegurar  la  propagación  de  la 
especie, se liberan diariamente grandes cantidades de formas de resistencia al medio ambiente, 
ya  que  la  probabilidad  de  que  todas  las  condiciones  nombradas  anteriormente  se  den  con 




Muchas de  las  parasitosis  humanas  causadas  por  helmintos  se  encuentran  incluidas 
dentro  del  grupo  denominado  por  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  (OMS)  como 
enfermedades  desatendidas  u  olvidadas,  “Neglected  Tropical  Diseases”  (NTDs),  y  cuya 
distribución geográfica y número de afectados es muy variable  (Figura 1).   
 
Tabla  1.‐  Especies  de  nematodos  gastrointestinales más  comunes  en humanos. 

























































En  España  la  puerta  de  entrada  de  las  helmintiasis  es  desde  países  endémicos  por 
viajes  a  países  tropicales  y  subtropicales.  Según  un  estudio  realizado  en  el  hospital  Ramón  y 















Entre  los  géneros  de  nematodos  más  importantes  a  nivel  ganadero  cabe  destacar: 
Trichostrongylus,  Ostertargia,  Teladorsagia,  Haemonchus,  Oesophagostomum,  Cooperia, 
Nematodirus,  Strongylus,  Strongyloides,  Ancylostoma,  Bunostomu,  Globocephalus,  Oxyurus, 
Ascaris, Trichiuris, Protostrongylus, Skrabinema; parásitas todas ellas del intestino y/o abomaso 
(cuarto estómago) de diferentes  rumiantes. En cuanto a  las especies pulmonares destacan  los 
géneros Dictyocaulus, Metastrongylus, Protostrongylus. 
Los  animales  afectados  por  helmintos  intestinales  sufren  alteraciones 
gastrointestinales con una gran variedad de signos clínicos, desde una ligera disminución de la 
ganancia  de  peso,  hasta  hipoproteinemias  severas,  anemias,  daño  de  la  pared  gástrica  e 
intestinal e  incluso  la muerte  (Caracostantogolo et al., 2012). La desnutrición asociada a estas 










Reino: Animalia (Linnaeus, 1758) 
 
 Subreino: Eumetazoa (Bütschli, 1910) 
 
Phylum: Nematoda (Diesing, 1861) 
 
Orden: Rhabditida (Chitwood, 1933) 
 
Súper Familia: Oxyuridea (Cobbold, 1864) 
 
  Familia: Heteroxynematidae (Skrjabin y 
Shikhobalova, 1948) 
Género: Aspiculuris (Nitzsch, 1821) 
 













El  control  de  las  helmintiasis  gastrointestinales  supondría  una  disminución  de  las 
formas  infectantes  en  el  ambiente  y  con  ello,  una  reducción  del  riesgo  de  transmisión  a  los 
animales.  Entre  las  principales  causas  que  favorecen  las  helmintiasis  y  que  hacen  necesarias 
unas estrategias de control integrado, figuran: crianza de animales jóvenes en pastos con formas 
parásitas  infectantes;  hacinamiento  de  animales;  alimentación  insuficiente;  condiciones 
ambientales  adecuadas  para  el  desarrollo  de  las  especies  parasitarias  más  patógenas;  uso 
inadecuado  de  antiparasitarios  incluyendo  tratamiento  en  masa,  sin  diagnóstico  previo; 





  Para  el  presente  trabajo  se  ha  elegido  al  helminto  Aspiculuris  tetraptera  como 
modelo de infección por nematodos intestinales.  
Se trata de un nematodo parásito de roedores, habitual del ratón común, tanto salvaje 
como  estabulado,  con  ciclo  de  vida  directo  o  monoxeno,  por  tanto,  no  depende  de  un 























gen  mitocondrial  del  citocromo  oxidasa  1  (CO1)  después  del  análisis  de  máxima 
verosimilitud  con  100  réplicas  de  arranque  implementadas  a  través  del  paquete 
RaXML  con  las  especies  de Aspiculuris  que  los  parasitan.  Las  puntuaciones  en  los 
nodos  representan  el  soporte  de  arranque  para  ese  nodo.  La  barra  de  escala  es 
proporcional a la distancia genética en sustituciones por sitio (Behnke et al., 2015). 
 
El  ciclo  biológico  de A.  tetraptera  consta  de  3  fases  larvarias  y  una  fase  adulta  con 
machos y hembras diferenciados (Anya, 1966) (Figura 4). Los machos tienen un único juego de 
cromosomas  (haploides)  por  lo  que  se  desarrollan  a  partir  de  huevos  no  fecundados;  las 























de mayor  tamaño en hembras que en machos,  con anillo nervioso y poro excretor.  El macho 
tiene doce papilas caudales con espícula y ausencia de gobernáculo. En  la hembra  la vulva se 
encuentra a 1,1 mm de la parte anterior (Maghales et al., 2003). 
           
Figura 5.‐ Porción anterior donde se observan  las aletas cefálicas y esófago del 










Los huevos de A.  tetraptera  son elipsoidales  (Figura 6), midiendo de 70 a 98 µm de 
largo  y  de  30  a  50  µm  de  ancho  (Thienpont  et  al.,  1990).  El  huevo  está  protegido  por  cinco 




en  condiciones medioambientales  adecuadas  y  darán  lugar  a  los  huevos  infectantes  (Neuser, 
1974).  
En  1924,  Philipot  ya  describió  un  rápido  desarrollo  de  los  huevos  en  el  exterior  y 
observó movimiento  de  los  embriones  en  el  interior  de  los  huevos  después  de  68h  a  22°C  y 
después de 20h a 27°C. Entre 5 y 7 días, a una temperatura de 25°C, los huevos son infectantes 





















A  pesar  de  ser  un  grupo muy  heterogéneo  en  cuanto  a  biología  y  localización en el 
hospedador,  la  mayoría  de  las  helmintiasis  inducen  respuestas  adaptativas  similares, 
caracterizadas  por  producción  de  anticuerpos,  con  predominio  del  isotipo  IgE  y  eosinofilia. 
Normalmente  estas  respuestas  son lentas y suelen acompañarse de una repuesta con un gran 
carácter  T  regulador  (van  Riet  et  al.,  2007;  Jackson  et  al.,  2008;  Solano‐Parada,  2010). 
Estudios  anteriores  han  demostrado  que  la  capacidad  de  expulsión  de  nematodos  está 
mediada  por la actividad de los linfocitos T cooperadores o “T helpers” (Th) CD4+  mediante la 
secreción  de  citoquinas  que  impulsan  la  producción  de  anticuerpos  (Vallance  et  al.,  1999; 
Tuner et al., 2013; Oliphant et al., 2014). 
Los  primeros  estudios  sobre  la  polarización  de  la  respuesta  inmunitaria  frente a  los 
agentes  infecciosos  (Mosmann  et  al.,  1986)  expusieron  el  paradigma  de  que  la  respuesta 
inmunitaria  estaba  mediada  por  dos  posibles  subpoblaciones  de  linfocitos  T  cooperadores, 
Th1  y  Th2  según  los  perfiles  de  las  citoquinas  implicadas,  siendo  las  relacionadas  con  la 
respuesta  Th1,  tales  como  IL‐1  o  IFN‐γ,  efectivas  frente  a  organismos  intracelulares;  y  las 
relacionadas  con  la  respuesta  Th2  ( IL‐4,  IL‐5  e IL‐13)  frente  a  patógenos  extracelulares. 























La  expresión  de  la  interleuquina  IL‐4  secundaria  asociada  a  Th2  frente  a  Trichinella 
spiralis ha demostrado su capacidad de eliminación del parásito (Pond et al., 1989; Kopf et al., 
1993). Además, como consecuencia de la activación de la IL‐9, aumenta la interleuquina IL‐13 de 
la  cual  se  ha  demostrado  su  capacidad  de  intervención  en  el  aumento  del  peristaltismo 
intestinal, pudiendo colaborar en la expulsión (Gronke & Diefenbach, 2016). 
En  el  trabajo  de  Hepworth  &  Grencis  (2009),  se  analizaron  las  variaciones  en  la 
respuesta inmunitaria provocada por una infección experimental con Trichuris muris, en función 
del  género  y  la  cepa  de  ratón  empleada.  Según  este  estudio,  la  resistencia  que  ofrecen  a  la 





Los  ratones  Balb/c  de  la  cepa  salvaje  (WT)  hembra  son  altamente  resistentes  y 
expulsan  al  parásito  tras  una  respuesta  Th2  rápida  y  eficiente  a  los  18  días  post‐infección, 
mientras que  los  ratones machos exhibieron una expulsión  retardada.  Los  ratones hembra  IL‐
4KO también son más resistentes a T. muris que los machos, a pesar de los altos niveles de IFN‐




Los  ratones  IL‐4KO  BALB/c  macho  son  susceptibles  a  la  infección  por  helmintos  y 






La  respuesta  Th2  no  solo  está  relacionada  con  la  protección  sino  también  con  la 
regeneración de los tejidos del hospedador por su relación con los macrófagos activados por las 
interleuquinas  IL‐4 e  IL‐13,  los cuales producen factores que ayudan a  la regeneración celular. 
Además,  cabe  destacar  la  función  de  IL‐5,  cuya  principal  función  es  la  activación  de  los 
eosinófilos, que contienen una proteasa básica en sus gránulos que atacará el tegumento de los 
helmintos de forma eficaz (Anthony et al., 2007). 
La  IL‐13  desempeña  una  función  protectora  clave  en  muchas  infecciones  por 
helmintos,  en  particular,  participa  en  la  expulsión  de  los  parásitos  del  intestino  al  provocar 
contracciones peristálticas por mediación de  las células Tuft  (Gronke & Diefenbach, 2016) que 
expresan  altos  niveles  de  IL‐25  (Figura  9).  El  estudio  realizado  por  Fallon  et  al.  (2006)  con 
Nocardia  brasilensis  indica  la  función  de  la  IL‐25  en  la  inducción  de  la  expulsión  del  gusano, 
incluso en ausencia de células T. Aunque normalmente se requieren células T para la expulsión 























innata  inducidas  por  el  parásito,  o  bien  condicionadas  directamente  por  los  productos  de 
excreción/secreción del parásito, adquieren la habilidad de polarizar la respuesta a Th2. (Figura 
10B).  Las  respuestas Th1 o Th17  serían  iniciadas por  las  células dendríticas  condicionadas por 
otras respuestas innatas. Por último, en el tercer modelo propuesto (Figura 10C) un subconjunto 
de  células  dendríticas  específicas,  capaz  de  captar material  del  parásito,  es  programado  para 
generar  una  respuesta  inmune  Th2,  mientras  que  la  activación  de  otras  respuestas  requiere 
otras subpoblaciones de células dendríticas. 
 
Figura  10.‐  Proposición  de  tres  posibles  escenarios  de  la  diferenciación  de  Th2 
inducida  por  antígenos  de  helmintos,  presentados  por  células 
dendríticas (Bouchery et al., 2014).  
Si centramos nuestra atención en la respuesta denominada Th17, la diferenciación de 





de  la  diferenciación  a  Th1/Th2  por  Harrington  y  colaboradores,  en  un  estudio  basado  en  la 




El  papel  de  Th17  en  la  infección  por  helmintos  se  ha  estudiado  principalmente  en 
modelos experimentales con el trematodo Schistosoma mansoni (Philips et al., 1978; Mathew et 
al., 1986) y en Angiostrongylus costaricensis donde la respuesta inmunitaria en mucosas donde 
se  induce  la  respuesta  inmunitaria debido a  la  localización de  los huevos. Por otro  lado, en el 







activación  de  la  respuesta  Th17  puede  tener  efectos  protectores  en  este  modelo  a  nivel 
sistémico (Sotillo et al., 2011). 
Hasta  la  fecha,  sólo  unos  pocos  estudios  han  intentado  abordar  el  papel  de  la 
respuesta  denominada  Th22  y  la  interleuquina  IL‐22  en  el  contexto  de  la  infección  por 
helmintos. La IL‐22 está regulada positivamente en la mucosa intestinal en humanos después de 




mansoni  no  presentaron  respuestas  inmunitarias  significativamente  modificadas  en 
comparación  con  los  controles  de  tipo  salvaje,  tampoco  la  ausencia  de  IL‐22  modificó  el 
establecimiento  del  parásito  o  el  desarrollo  de  la  patología  (Wilson  et  al.,  2010).  Pero  en 
ensayos realizados por Turner et al. 2012 se demostró como la producción de IL‐22 producida 
por  las  células  Th17,  interviene  en  funciones  epiteliales  fundamentales  para  la  expulsión  del 
parásito,  en  este  caso  Trichuris  muris,  como  la  producción  de  mucinas  y  de  péptidos 
antimicrobianos procedentes de las células caliciformes.   
La interleuquina 9 (IL‐9) se asoció originalmente con la respuesta tipo Th2, en estudios 
que  describían  que  la  expresión  de  IL‐9  por  las  células  T  CD4+  era  alta  en  ratones  BALB/c 
susceptibles a ser infectados con Leishmania major (Gessner et al., 1993). La implicación de la IL‐
9 en la  inmunidad protectora del hospedador contra  la  infección intestinal por nematodos fue 
confirmada  unos  pocos  años  después  (Faulkner  et  al.,  1997,  1998).  Trabajos  recientes  han 
demostrado que  la expresión de  IL‐9 proviene de otro  subtipo Th,  llamado Th9. Sin embargo, 
también se ha demostrado que las células Th17 y Treg también son productoras de una cantidad 
detectable  de  IL‐9  (Staudt  et  al.,  2010).  El  estado  de  Th9  como  un  subconjunto  Th  se  ha 
fortalecido aún más tras el descubrimiento de que IL‐4 y TGF‐β facilitan la diferenciación a Th9 
(Veldhoen et  al., 2008).  Es  importante  señalar  que,  aunque  Th9  se  considera  un  subconjunto 
distinto,  su proximidad a  las células Th2 se  refuerza  tanto por  la demostración de que  IL‐4 es 
necesaria para diferenciar las células Th0 en Th9, como por la observación de la interconversión 
de Th2 en Th9 en presencia de TGF‐β (Veldhoen et al., 2008). 
El  papel  de  la  IL‐9  en  la  infección  por  helmintos  ha  sido  estudiado  en  dos  trabajos 




y  de  eosinófilos  se  correlacionó  con  el  aumento  de  los  niveles  de  IL‐9  y  un  aumento  de  la 








de  la asociación general de  inmunidad tipo 2 con helmintos,  la efectividad de cada subtipo se 
ajusta a las especies parásitas involucradas (Khan et al., 2003). 
Más recientemente, se ha demostrado que la IL‐9 es producida por células T durante la 
infección  por N.  brasiliensis  (Licona‐Limón  et  al.,  2013;  Turner  et  al.,  2013).  La  transferencia 
adoptiva  de  células  Th9  demuestra  ser  suficiente  como  para  mediar  en  la  expulsión  de  los 




fecha  se  han  observado  durante  las  infecciones  por  helmintos,  y  que  estos  diferentes 




horizontal  de  susceptibilidad‐cronicidad/protección  y  un  eje  vertical  de  patología/control  de 







Para  una  respuesta  óptima  contra  un  helminto,  el  hospedador  ha  de  reaccionar 
incrementando la respuesta Th2/Th9 y con una respuesta de T reguladores baja y una respuesta 
Th1/Th17  casi  inexistente.  El  brazo  Th2 de  la  respuesta  inmunitaria protege  contra helmintos 
mediante  la  liberación  de  interleuquinas,  eosinófilos,  mastocitos  y  basófilos,  todos  ellos 
involucrados en la expulsión del parásito, o mediante la activación de macrófagos. La respuesta 




muscular  en  el  intestino.  La  patología  inducida  por  Th17  es  principalmente  mediada  por 
neutrófilos y macrófagos  inflamatorios. Por el contrario,  la activación de la respuesta mediada 





Los  nematodos  intestinales  son  capaces  de  modular  o  evadir  la  respuesta 
inmunitaria  del  hospedador  al  que  parasitan  para  evitar  su  expulsión,  garantizar  su 
supervivencia  y  continuar  el  ciclo  de  vida.  Actualmente,  se  relaciona  el  aumento  de 
enfermedades autoinmunes y el desarrollo de alergias en países desarrollados, con el descenso 
de infecciones por microorganismos y algunos nematodos. Esto es debido a la modulación de la 
infección  por  parásitos,  desde  una  respuesta  Th1  primaria  a  una  respuesta  Th9  (Papadakis, 
2004). 
Los  nematodos  modulan  la  respuesta  inmunitaria  del  hospedador  llegando  a  vivir 
en  él  durante  largos  periodos  de  tiempo,  como  es  el  caso  de Necator  americanus  capaz  de 




 Enzimas  antioxidantes:  estas  enzimas  se  encuentran  en  los  nematodos  en 
concentraciones  mayores  que  en  los  hospedadores,  por  lo  que  podrían 
utilizarlas para protegerse de los radicales libres provocados por la respuesta 
inmunitaria  del  hospedador  (Callahan  et  al.,  1998).  La  enzima  que  se  ha 




hepático,  se  ve  un  aumento  de  dichos  enzimas  en  hígado  para  reparar  el 
daño oxidativo (Kolodziejczyk et al., 2005). 
 Recolocación en los tejidos: una separación del tejido y posterior recolocación 





respuesta  del  hospedador  fuese menor  y  se  pudiese  llegar  a  la  cronicidad. 
Una muestra de ello es el caso estudiado por Lillywhite et al. (1995) donde se 
describe  que  Trichuris  muris  es  capaz  de  secretar  una  molécula  de  47kDa 





 Inmunomodulación:  los  productos  de  excreción/secreción  del  parásito 
pueden  modular  la  respuesta  del  hospedador  para  ejercer  una  respuesta 
protectora,  como  en  el  caso  de  Ascaris  que  libera  proteínas  capaces  de 
detener las respuestas Th1 y Th2 (Faquim‐Mauro & Macedo, 1998); y no sólo 
podrán suprimir respuestas, sino también activar a las células T reguladoras, 
que  permitirían  el  equilibrio  entre  parásito  y  hospedador.  Más 
recientemente,  se  ha  estudiado  el  papel  en  la  comunicación  parásito‐
hospedador  de  los  productos  de  excreción/secreción  y  de  las  vesículas 
extracelulares  que  contienen  proteínas  con  demostrado  carácter 
inmunomodulador (Marcilla et al., 2012; Trelis et al., 2016). 
 
Por  tanto,  es  importante  conocer  los  mecanismos  de  supervivencia  de  los 
nematodos, con el objeto de definir nuevas dianas terapéuticas para tratamiento o prevención. 
En el marco de  la profilaxis,  las  vacunas más  comunes,  se  basan  en  la  resistencia  natural  del 
hospedador  ante  la  infección,  exponiendo  al  hospedador  a  un  reconocimiento  de  los 
antígenos  más  inmunógenos  del  parásito  y  consiguiendo  una  respuesta  secundaria  ante  la 
parasitación, si ésta  tuviese  lugar. Este mecanismo ha sido continuamente  utilizado,  pero  hay 
que  resaltar  que,  en  el  caso  de  los  nematodos,  esta  inmunidad  adquirida  es  débil  y hasta  la 
fecha,  en  el  hospedador  no  se  alcanzan  los  valores  de  inmunidad  deseados.  Se  sabe  que 





Hasta  el  momento  el  método  de  control  de  las  nematodosis  más  utilizado  en 
ganadería ha sido el tratamiento farmacológico antihelmíntico, consistente en los denominados 
“tratamientos estratégicos”. En ganadería, dada la alta prevalencia de parasitación, los fármacos 








 benzimidazoles  (tiabendazol,  fenbendazol,  albendazol,  oxfendazol, 








como  en  sus  efectos  a  posteriori.  Debido  al  bajo  coste  de  estos  medicamentos,  su  venta  y 
administración es masiva, sin rotación en  los principios activos disponibles,  lo cual desemboca 
en un uso incontrolado, sin diagnóstico previo, ni posterior, a menudo con sobredosificación y 
con  el  consiguiente  desarrollo  de  poblaciones  parasitarias  resistentes,  contaminación  del 
ambiente y presencia de residuos en carnes y leche.  
Los antiparasitarios solamente mejoran la producción de carne cuando la disminución 
en  la  ganancia  de  peso  se  debe  a  cargas  parasitarias  elevadas  de  especies  patógenas 
susceptibles  al  fármaco  utilizado,  combinados  con  un  nivel  alimentario  adecuado  (Angulo–
Cubillán, 2005; Caracostantogolo et al., 2005). 
El gran problema de los antihelmínticos y al que hay que prestar una mayor atención 
es  la  creación  de  resistencias.  La  resistencia  es  la  capacidad  heredable  de  una  población 
parasitaria de reducir  la sensibilidad a una o más sustancias  farmacológicas. Esta reducción se 






La  creciente  resistencia  a  antihelmínticos,  se da de  forma más  rápida en  regiones  tales  como 
Australia,  Nueva  Zelanda,  Sudáfrica  y  Sudamérica,  cuyas  condiciones  climáticas  y  sistemas  de 
pastoreo  son más  propensos  a  las  reinfecciones  continuadas,  a  la  adquisición  de  altas  cargas 
parasitarias  y  en  las  que  los  programas  antihelmínticos  se  basan  en  la  utilización  de  estos 
fármacos como único recurso. 
 La  mayoría  de  los  antihelmínticos  utilizados  pertenecen  al  grupo  de  los 
imidazotiazoles  y  benzimidazoles,  los  cuales  debido  a  sus mecanismos  de  acción  disminuyen 
rápidamente  su  concentración  plasmática,  dando  poca  oportunidad  de  tomar  ventaja  a  los 
parásitos que presentan genes de resistencia sobre  los susceptibles (Nari, 1987). Sin embargo, 
en  el  grupo  de  los  bovinos  se  han  visto  desarrolladas  resistencias  a  los  benzimidazoles,  en 
regímenes de desparasitaciones de 12 tratamientos al año (Sangster, 1999).  
Un  estudio  en  ovinos  demostró  que  los  animales  hacinados  tenían  un  90% más  de 


















de  vacunas,  que  constituyen el medio más deseado para  combatir  las  infecciones del  ganado 
(Márquez, 2003).  
La vacunación contra helmintos parásitos  representa una alternativa prometedora al 
tratamiento  con  antihelmínticos  (Bergquiste  &  Lustigman,  2010).  En  teoría,  podrían  ser 
utilizadas varios tipos de vacunas: organismos vivos atenuados, organismos muertos, antígenos 
nativos en diferente grado de pureza y las constituidas por antígenos recombinantes junto a las 
vacunas  de  DNA.  Hasta  el  momento  las  vacunas  que  han  sido  comercializadas  son  para  el 
ganado  vacuno,  Huskvac®  (Intervet)  y  BovilisDictol®  (Schering  Plough  Animal  Health),  contra 





vía  de producción más  fiable.  En  el  caso de  los  nematodos  la  obtención de  proteínas  nativas 
puede ser más complicada debido, por una parte, al problema para conseguir  dosis  suficientes 
de  dichas  proteínas  como  consecuencia  de  la  dificultad  de  mantener  los  ciclos  biológicos  y 
por  otra,  a   la  obtención  de  la  fórmula  comercializada  estable.  Por  estas  razones,  el 
desarrollo  y  comercialización  de  este  tipo  de  vacunas  podría  depender  del  uso  de  proteínas 
recombinantes  (Smith, 1996). 
Las  vacunas  de  este  último  tipo  que  se  han  diseñado  frente  a  nematodos 
intestinales  se  han  dividido  en  dos  clases,  una  de  ellas  es  la  de  antígenos  ocultos  o 
encubiertos,  que no  están  expuestos directamente  al  sistema  inmunitario  del  hospedador;  y 
la  otra  clase  es  la  constituida  por  los  antígenos  presentes  bien  en  los  productos  de 
excreción/secreción,  o  bien los antígenos  superficiales  de  parásito. 
Los  antígenos  ocultos  son  muy  efectivos  en  nematodos  que  se  alimentan  de 
sangre  como  Haemonchus  contortus,  debido  al  contacto  directo  del parásito  con  las  células 
inmunológicas  del  hospedador.  Con  el  otro  tipo  de  antígenos  cabe  esperar  una  respuesta 
similar,   además  de  activar  la  respuesta  inmunitaria  primaria  en  el  hospedador  (Newton  et 
al., 1999). En el primer caso, se ha descrito una aminopeptidasa recombinante de H. contortus, 
la  llamada  H11, una  glicoproteína  de  membrana  de  110  kDa  purificada  de  parásitos  adultos 
de H.  contortus,  induce  un  alto  nivel  de  anticuerpos,  llegando  a  una  reducción  en  el  90% de 






Utilizando  antígenos  de bajo peso molecular  (15 y 24 kDa) obtenidos a partir de  los 
productos  de  excreción/secreción  de  larvas  L4  y  adultos  de H.  contortus,  se  ha  descrito  una 




correlacionada  con  altos  niveles  de  IgG,  IgA  e  IgE  y  con  presencia  de  mastocitos  tisulares 
(Vervelde et al., 2001). 
Muchos  ensayos  utilizando  antígenos  recombinantes  han  fracasado.  Una  de  las 
causas  más  comunes  podría  ser  la  ausencia  o  diferencias  en  la  glicosilación  y  conformación 
de  la  proteína  recombinante  en  relación  con  la  proteína  nativa  (Bassetto  et  al.,  2015).  Sin 
embargo,  otros  ensayos  utilizando  mezclas  más  complejas  de  moléculas  recombinantes  han 
conseguido  cierta  protección,  como  es  el  caso  de  Teladorsagia  circumcincta,  el  principal 
patógeno que causa gastroenteritis parasitaria en pequeños  rumiantes en  regiones  templadas 
(Nisbet  et  al.,  2013).  Para  la  vacunación  de  ovejas  contra  este  parásito,  en  este  trabajo,  se 
utilizó  una  vacuna  que  constaba  de  una mezcla  de  8  moléculas  recombinantes,  y  que  fue 
administrada  en  tres  inmunizaciones  seriadas,  consiguiéndose  una  reducción  del  número 
de  huevos  eliminados  del  70%  y  del  58%  y un descenso en la carga parasitaria del 75% y del 
56%  en  dos  ensayos  que  se  diferenciaron  en  cuanto  a  los  tiempos  de  inmunización  y  de 
infección  y  de  la  edad  del  hospedador  vacunado.  Aunque  no  se  observa  una  protección  del 
100%,  este  ensayo podría ser exitoso, ya que datos que oscilen entre un 60‐80% de  protección 
en  rumiantes  podrían  darse  como  válidos  cuando  estén  dentro  de  los  dos  primeros  meses 
de  la  infección,  ya  que  es  el  momento  en  el  que  el  parásito  excreta  mayor  cantidad  de 
huevos  al medio  y  hay más  posibilidades  de  reinfección  (Geldhof et  al., 2002; Solano‐Parada 
et al., 2010). 
Otro estudio se basó en el empleo de la proteína recombinante de Ascaris spp.  As16 
(Tsuji  et  al.,  2003),  un  antígeno  inmunogénico  de  bajo  peso  molecular  expresado  por  las 
especies  parasitarias  de humanos  y  cerdos.  Se  realizó una  inmunización  intranasal en  cerdos 
utilizándose  como  coadyuvante  la  toxina  colérica  (TC).  Esta  vacunación  redujo  en un  38%  la 
migración  de  larvas  de  A.  suum  a  los  pulmones.  Esta  proteína  ha  sido  localizada  por 
inmunofluorescencia en el  tracto digestivo de  los  estadios  larvarios  L2,  lo  que  sugiere  que  la 
respuesta  del  hospedador  para  protegerse  de  la  infección  pasa  por  inhibir  las  funciones  del 
tejido intestinal de Ascaris spp. 
Strube  y  colaboradores  (2015)  estudiaron  el  efecto  protector  del  antígeno 
recombinante  paramiosina  (RPMY)  de  Dictyocaulus  viviparus  comparando  su  efecto  con  el 
de  la  vacuna  ya  comercializada  Bovilis©Dictol.  Aunque  los  datos  de  protección  no  fueron 
mejores,  sí  se  obtuvo  información  relevante  que  en  un  futuro  podría  ayudar  a  mejorar  la 
vacuna  existente,  como  es  el  uso  de  diferentes  adyuvantes  o  la  combinación  de  varias 
proteínas  antigénicas.  En  este  caso,  una  proteína  de  100  kDa  se  inoculó  en  dos  ensayos 
diferentes a bovinos de 6 meses de edad por vía intramuscular en 3 inmunizaciones seriadas de 
21  días,  el  adyuvante  utilizado  fue  QuilA.  La  respuesta  inmunológica  que  se  obtuvo  en  los 
animales vacunados fue un  aumento de  IgG e  IgA  local,  lo cual podría ser responsable de una 




En  el  caso  de  vacunas  de  DNA  frente  a  helmintos,  hasta  el  momento  el  nivel  de 
protección  que  se  ha  conseguido  es  muy  bajo.  Hay  que  destacar  algunos  ensayos  como  los 
realizados  por  Espino et  al.  (2005)  frente  a  Fasciola  hepatica en el que  la secuencia utilizada 
tuvo baja inmunogenicidad  y  el  de  Zhu  et  al.  (2006)  frente  a  Schistosoma  japonicum con un 
descenso del 48,3% de vermes adultos en cerdos.  Cabe  resaltar  la  vacuna  de  DNA  frente  a  T. 





Los  adyuvantes  son  compuestos  que  incrementan  la  respuesta  inmunitaria  frente  al 
antígeno  inoculado.  La  primera  descripción  tuvo  lugar  hacia  1920  cuando  se  observó  que  los 
caballos que desarrollaban abscesos en la zona de inyección de la vacuna de la toxina diftérica 
tenían un nivel de inmunidad más alto que aquellos animales que no los poseían (Ramon, 1924), 
y  se  demostró  posteriormente,  que  los  abscesos  generados  por  la  inyección  de  sustancias 







administración  y  la  posibilidad  de  efectos  adversos  debidos  a  la  vacunación.  Las  reacciones 
adversas  que  pueden  desarrollarse  debido  a  los  adyuvantes  pueden  ser  locales,  como 
inflamación local, necrosis en el sitio de la inoculación, formación de abscesos, linfoadenopatías 
en  la  zona  de  inoculación,  o  bien  sistémicas  incluyendo  nauseas,  fiebre,  anafilaxis  o 





sales  de  aluminio  o  los  hidróxidos  de  aluminio.  Han  sido muy  utilizadas  en  vacunas  para  uso 
humano y animal, ya que son los únicos adyuvantes aprobados para su uso clínico. Estas sales 
han  sido  empleadas  en  vacunas  contra  tétanos,  difteria  y  poliomielitis  en  humanos,  y  contra 
virus y bacterias, así como en vacunas antiparasitarias, en veterinaria. El inconveniente de estos 
adyuvantes  es  que,  aunque  son  buenos  potenciadores  de  la  inmunidad  humoral,  son  malos 
inductores de la inmunidad celular (Schrimbeck et al., 1994; Jennings et al., 1995; Neutra et al., 
1996). 






permite  una  liberación  lenta  de  antígenos  e  incrementa  los  niveles  de  IgG  sin  afectar  a  los 
niveles de IgE (Relyveld et al., 1986). 
Otro  tipo  de  adyuvantes  son  las  emulsiones,  entre  las  más  destacadas  están  las 
soluciones acuosas del antígeno en aceites minerales o vegetales. Destacan por una liberación 
del  antígeno  lenta  y por  la  estimulación de  las  células B,  que  contribuyen a  la producción de 
anticuerpos.  Como en  el  caso  anterior,  no  están  exentas  de  producir  efectos  adversos,  como 





inmunitario.  Entre ellos  cabe destacar  el  compuesto  inmunopotenciador Quil–A  (Marty et al., 
2016)  obtenido  del  árbol  Quillaja  saponaria.  Las  saponinas  destacan  por  su  efecto  sobre  la 
activación de la respuesta mediada tanto por linfocitos T‐dependientes como T‐independientes 
y  estimulan  la  respuesta  Th1,  así  como  a  los  linfocitos  T  citotóxicos.  Además,  potencian  las 
vacunas administradas a través de las mucosas (Kauffmann et al., 2004). 
Otro  grupo,  es  el  constituido  por  los  adyuvantes  derivados  de  microorganismos, 
adyuvantes  basados  en  endotoxinas,  como  el  caso  de  los  lipopolisacáridos  (LPS)  de  la  pared 
bacteriana  de  las  bacterias  gram‐negativas  o  el  peptidoglicano,  dos  sustancias  capaces  de 
aumentar  la  respuesta  inmunitaria  (Barton et al., 2002). El adyuvante LPS,  fue descubierto en 
1956  por  Johnson  y  su  equipo  en  la  superficie  de  las  bacterias  gram‐negativas  y  su  mayor 
componente  estructural  es  el  lípido  A.  Para  que  se  conserve  la  actividad  de  adyuvante,  pero 
disminuya su toxicidad, se mantiene en pH ácido al cual se hidroliza dando lugar al monofosforil‐
lípido A (Kolanowski et al., 2016). 
Como  muestra  de  adyuvantes  derivados  de  sistemas  particulados  de  liberación  de 
antígenos destacaremos:   
 Liposomas: esferas sintéticas formadas por bicapas  lipídicas que encapsulan 
el  antígeno,  lo  que  hace  que  actúen  tanto  como  sistema  de  liberación 
antigénico, como de adyuvante. La eficacia depende de varios factores tales 
como  el  número  de  capas,  vesículas  multilaminares  (MLV)  o  unilaminares 
(ULV) (Shek et al., 1983); la composición y método de preparación (Allison et 




al.,  2016).  La  vida  media  de  los  antígenos  encapsulados  en  liposomas  en 
sangre  es  muy  larga,  lo  que  asegura  una  exposición  mayor  a  las  células 
presentadoras  de  antígeno  (APC).  El  inconveniente  de  los  liposomas  es  su 





 ISCOM:  son  micropartículas  coloidales  formadas  por  la  saponina  Quil‐A, 
fosfolípidos,  colesterol  y  el  antígeno  seleccionado  (Morein  et  al., 1984).  La 
unión  de  estos  compuestos  se  establece  mediante  interacciones 
hidrofóbicas,  creando  unos  anillos  constituidos  por  la  unión  de  un 
tensioactivo y el colesterol. Una de  las habilidades de estos complejos es  la 
facilitación  de  la  entrada  del  antígeno  al  citoplasma  celular  de  las  células 
dendríticas  (APC),  activando  las  CD4+,  mientras  que  la  presentación 
antigénica de las CD8+ ocurre directamente (Beacock‐Sharp et al., 2003). Los 
antígenos  hidrofóbicos  se  unen  a  estos  complejos  si  se  inoculan  en  ISCOM 
vacíos (Bigaeva et al., 2016). 
 Lipopéptidos: biomoléculas  formadas al añadir  restos  lipídicos a un péptido 
sintético  o  recombinante  (Benmohamed  et  al.,  1997).  El  auge  del  uso  de 
lipopéptidos como vacuna vino tras el trabajo de Schildt et al. (1991) donde 





aumento  del  tamaño  del  péptido,  la  facilidad  de  formulación  del  lípido,  y 
también  la  capacidad  para  formar  micelas  o  agregaciones  que  pueden 
proteger  los epítopos más  importantes del péptido. El  trabajo más reciente 
en el cual se ha empleado de forma efectiva la combinación de ácido oleico, 
unido  mediante  enlace  covalente,  con  una  proteína  recombinante  para  el 





La  vía  de  administración  es  uno  de  los  factores  más  relevantes  para  el  diseño  y 
desarrollo  de  vacunas.    Las  dos  vías  más  usuales  son  la  intramuscular  y  la  subcutánea.  Sin 
embargo,  en  los  últimos  años  se  han  desarrollado  vacunas  para  su  inoculación  a  través  de 
mucosas,  que  ofrecen  ventajas  tales  como  la  facilidad  de  administración,  reducción  de 
efectos  adversos  y  una  activación  local del sistema inmunitario (Neutra et al., 1996). 
La  inmunidad  de  mucosas,  ruta  de  entrada  de  la mayor  parte  de  los  patógenos  que 
afectan  a  un  individuo,  está  mediada  por  la  secreción  de  anticuerpos  IgA  locales  y  su 
asociación  con  un  aumento  de  la  producción  de  moco  y  contractilidad muscular,  con  lo  que 
se  neutraliza  a  los  agentes  infecciosos y se evita  la colonización de  la mucosa epitelial  (tracto 
respiratorio  o digestivo).  La gran mayoría de  las  vacunas  existentes  que  emplean  la  vía  de  la 





Otras  vías  de  inmunización  son  la  oral,  muy  usual  en  vacunas  con  organismos 
vivos,  que  permite  una  rapidez  mayor  en  la  vacunación.  La  vía  aerógena  se  utiliza  para 
vacunas  víricas  o  bacterianas  vivas  en  aves  y  porcinos.  La  vía  parenteral,  sobre  todo  para 
administrar  antígenos  atenuados  y   que,  a  diferencia  de  las  anteriores,  aunque  causa  más 
molestias  en  animales  se  consigue  una  administración  más  específica  para  cada  animal, 






los  animales  domésticos  como  a  los  humanos,  constituye  un  gran  desafío  para  los 
investigadores.  Algunas  revisiones  publicadas  recientemente  sobre  este  tema  describen  los 
antígenos y adyuvantes utilizados, su efectividad y su forma de administración. 
En  muchos  casos,  las  diferentes  proteínas  diana  seleccionadas  para  combatir  a  los 
nematodos  son  aquellas  que  son  vitales  para  su  supervivencia  o  bien  para  su  desarrollo.  Por 
ejemplo, las catepsinas K y Z están involucradas en el cambio de estadio de Onchocerca volvulus 
(Lustgiman  et  al.,  2004).  Aboobaker  et  al.  (2003)  identificaron  la  RNA  polimerasa  II  y  la  β‐
Tubulina como proteínas diana contra Brugia malayi. 
Existen diversos estudios que describen la efectividad de una proteína serina/treonina 
fosfatasa como vacuna  frente a nematodos. Hu y  colaboradores en 2007,  identificaron el  gen 
que codifica esta fosfatasa en Trichostrongylus vitrinus y midieron la expresión de dicha proteína 
en diferentes estadios del ciclo, determinando que sólo se daba en adultos macho, lo cual marca 
esta  proteína  como  esencial  en  la  espermatogénesis.  Esta  serina/treonina  fosfatasa  es  una 
enzima  involucrada  en  muchos  procesos  celulares,  especialmente  en  embriogénesis  y 
diferenciación.  
En 2010, Solano‐Parada et al.  realizaron un rastreo  inmunológico utilizando suero de 
pacientes  diagnosticados  con  angiostrongiloidosis  abdominal  contra  una  librería  de  cDNA  de 
vermes adultos de Angiostrongylus costaricensis. Identificaron una proteína que poseía una alta 
homología  con  2  dominios  pertenecientes  a  la  subunidad  catalítica  de  la  familia 
“serine/threonine phophatase 2A” (PP2A). Su análisis mostró una alta identidad con secuencias 




un  péptido  recombinante,  correspondiente  a  la  subunidad  catalítica  de  la  serina/treonina 
fosfatasa  2A  (PP2Ar)  contra  el  parásito  A.  costaricensis.  Los  resultados  mostraron  que  la 





Posteriormente  se  han  realizado  diferentes  ensayos  de  inmunoprotección  con  esta 
proteína, como el caso de los estudios de Fawzi et al. (2013) y Gómez‐Samblas et al. (2017), en 
los que dicha proteína ha mostrado buenos resultados en su utilización como tratamiento frente 
a  diferentes  nematodos que  compartían homología.  Por  tanto,  esta  proteína  fosfatasa  puede 
constituir un antígeno útil de inmunización frente a nematodos.   
La  fosforilación  reversible  de  proteínas  es  un  mecanismo  fundamental  para 
numerosos  procesos  celulares  (Hunter  et  al.,  1999;  Andersen  et  al.,  2004),  y  se  regula  por 
medio  de  quinasas  y  fosfatasas.  Hay  tres  tipos  de  proteínas  fosfatasas:  “Proteínas 
Serina/Treonina  fosfatasas”  (PSTPasas),  ubicadas  en  el  citoplasma  y  relacionadas  con  la 
transducción  de  señales  (Barford  et  al.,  1998);  “Proteínas  Tirosina  Fostatasas”  (PTPasas), 
usualmente  en  la membrana  y  con  la misma  función que  las anteriores  (Harris et al., 2013) y 
“Fosfatasas Duales Específicas”  (DSPasas). 
Hoy  en  día las PSTPasas se  clasifican  en  subfamilias  de  acuerdo  con  la  especificidad 
de sustrato, dependencia de iones metálicos y sensibilidad a  inhibidores:  las  PSTPases  de  tipo 
1  o  PP1  y  las  PSTPasas  de  tipo  2,  las  cuales  se  subdividen  en  PP2A,  PP2B  y  PP2C.  Otros 
estudios  posteriores  han  detectado  otras  proteínas  llamadas  PP2A‐like  entre  las  que 
encontramos PP4, PP5, PP6  y PP7 (Cohen et al., 1990). 
La  mayoría  de  PSTPasas  son  proteínas  multiméricas  formadas  por  una  subunidad 
catalítica y una o más proteínas accesorias. Las proteínas  accesorias confieren especificidad de 
sustrato,  regulan  la  actividad  enzimática  y  controlan  la  localización  subcelular  de  la 
holoenzima  (Faux  et  al.,  1996).  Algunas  de  estas  enzimas,  están  relacionadas 
estrechamente  con  la  espermatogénesis  y /o  regulación  de  la  movilidad  del  esperma 
(Janssens & Goris, 2001; Ventelä et al., 2012), lo que haría de ellas unas dianas de vacunación o 
tratamiento excepcionales. 
La  fosfatasa  más  prevalente  en eucariotas  es  la  PP2A,  que  se  puede  encontrar  en 
el  citosol y en el núcleo  (Turowski et  al., 1997)  e  interviene  en  procesos vitales  tales como  la 
mitosis  (Goris et al., 1989), apoptosis  (Santoro  et al., 1998),  replicación y  reparación del DNA 
(Zimmermann  et  al., 2012)  y  transducción de señales  (Janssens  & Goris,  2001).  Dentro  de  la 
familia  de  la  PP2A  podemos  encontrar  proteínas  diméricas  o  triméricas,  por  lo  general 
compuestas  por una subunidad catalítica  (C),  una subunidad estructural  (A)  y una  reguladora 
(B)  (Figura 12). 
La  subunidad  C  catalítica  (PP2Ac)  es  una  proteína  globular  de  36  kDa  (Green  et  al., 
1987)  expresada prácticamente  en  todos  los  tejidos,  aunque es más  abundante  en  corazón  y 
cerebro de mamíferos (Seshacharyulu et al., 2013). Tiene dos isoformas (Cα and Cβ), la isoforma 
Cα está expresada predominantemente en la membrana plasmática y la Cβ en el citoplasma y el 










 Figura  12.‐  Representación  esquemática  de  la  diversidad  estructural  de  la 
holoenzima  de  la  PP2A:  La  serina/treonina  fosfatasa  PP2A  está 




La  subunidad  estructural  A  (PR65):  es  una  proteína  de  65  kDa  asociada  a  PP2Ac, 
formando un dímero al que se les une una subunidad B específica (Ruediger et al., 1992) (Figura 
12). De la misma forma que PP2Ac, la subunidad A está codificada por dos genes, originando dos 
isoformas  (Aα  and  Aβ)  siendo  la  primera  de  ellas  más  abundante.  La  estructura  de  PR65 
(subunidad  A)  está  compuesta  por  15  repeticiones  en  tándem  de  39  aminoácidos,  llamada 
“HEAT”  (Huntington/Elongation/A‐subunit/TOR)  (Andrade  et  al.,  1995),  ésta  repetición  en 
tándem  se  encuentra  en  varias  proteínas  importantes  (Grooves  et  al.,  1999).  En  su  forma 
heterotrimérica,  PP2A‐A  actúa  como  una  base  estructural  para  acompañar  a  la  subunidad 
catalítica  y  facilitar  su  interacción  con  la  subunidad  reguladora y otros  sustratos.  En  su  forma 
dimérica,  sin  embargo,  PP2A‐A  actúa  como  reguladora  cambiando  la  especificidad  catalítica 
(Seshacharyulu et al., 2013).  
La  subunidad  reguladora  PP2A‐B  es  estructuralmente  diversa.  En  mamíferos  está 
clasificada en cuatro familias (B, B ́, B ́ ́ y B ́ ́ ́)  (Figura 12) cuyos miembros están expresados de 
forma diferente dependiendo del estadio de desarrollo y de forma específica de tejido (Stark et 
al., 1996).  La unión de  la  subunidad A y  la  subunidad C  forma el núcleo dimérico, que puede 
unirse con cualquiera de las subunidades B. La subunidad B es el principal regulador de la PP2A, 
actuando  como  un  modulador  de  orientación  para  proporcionar  especificidad  temporal  y 
espacial a la holoenzima PP2A. 
Los miembros de  la  familia de  la  subunidad B están  relacionados entre otros,  con el 
control  de  la  división  celular  (Goris  et  al.,  1989),  transducción  de  señales  (Narayanan  et  al., 






La  principal  característica  de  PP2A  es  su  capacidad  de  formar  complejos  estables,  a 
través  de  los  cuales  interactúa  con  moléculas  vitales  de  señalización  intermedia  que  están 
presentes  en  el  citoplasma.  Estudios  de  PP2A  en  Drosophila  melanogaster  han  revelado  su 
intervención en procesos de regulación del ciclo celular y la señalización intracelular, viendo que 
PP2Ac  se  encuentra  en  todos  los  estadios  del  ciclo,  siendo  más  abundante  en  el  periodo 
embrionario  (Orgad  et  al.,  1990)  lo  que  sugirió  que  estas  proteínas  son  esenciales  para  la 
función celular. 
Estudios  realizados  con  Trypanosoma  cruzi  (González  et  al.,  2003)  han  identificado 




al., 1998; Kumar et al., 2002).  Todo ello  sugiere  la posible utilización de PP2A como antígeno 
para futuras vacunas. 
En  el  caso de  los  nematodos,  PP2A ha  sido  identificada  en B. malayi  (Ghedin et  al., 
2007), T. spiralis (Smith et al., 2000), C. elegans (Ahn et al., 2006), Oesophagostomum dentatum 
(Boag et al., 2003), Trichostrongylus vitrinus (Hu et al., 2007) y Toxocara canis (Ma et al., 2014). 
La  elevada  homología  de  secuencia  de  aminoácidos  de  la  PP2A  (Figura  13)  entre 
diversas  especies  de  nematodos  y  los  resultados  que  se  han  obtenido  empleándola  como 




Figura  13.‐  Clustal  W2  de  las  secuencias  de  la  región  catalítica  de  la  PP2A  en  diferentes 
















recombinante  preferentemente  vía  intranasal.  Se  ha  estudiado  la  capacidad  protectora  de  la 
PP2A formando parte de diferentes fórmulas vacunales conteniendo diferentes adyuvantes. Se 
muestra  la  eficacia  y  seguridad  de  las  fórmulas  empleadas,  y  en  profundidad  se  presenta  el 













































Aspiculuris  tetraptera‐ratón  (CD1)  para  su  uso  en  la  investigación  de  las  nematodosis.  Este 





















































































Se emplearon como hospedadores  ratones machos  ICR  (CD1)  de  5  semanas de edad, 
los cuales  fueron sometidos a procesos de infección experimental y ensayos de vacunación 
Puesto  que  el  ciclo  biológico  de  A.  tetraptera  es  directo  y,  por  tanto,  se  trata  de 
una  infección  de  fácil  diseminación  entre  animales  estabulados,  los  protocolos 
experimentales  se  llevaron  a  cabo  en  una  zona  del  animalario  de  nivel  de  contención  2 
(P2),  un  área  de mantenimiento  de  roedores  preparada  para  procedimientos  experimentales 
con  utilización  de  agentes  clasificados  como  grupo  2  según  el  Real  Decreto  664/1997.  Esta 
área mantiene una ventilación,  luz y temperatura controladas y registradas; con aire  filtrado a 
través  de  filtros  HEPA.  Además,  los  animales  fueron  alimentados  ad  libitum  con  pienso 
esterilizado en autoclave,  realizándose  un  cambio  de los lechos de las  jaulas  cada  2  días.  Los 
ratones  fueron  sacrificados  según  la  normativa  vigente  por  dislocación  cervical. 













Para  la  realización  de  los  estudios  que  conforman  esta  Tesis,  se  aprobó  un  primer 
procedimiento  A1369308766163  por  el  Comité  de  Ética  de  Experimentación  y  Bienestar 







el  sacrificio  de  ratones  CD1  infectados  de  forma  natural,  tras  su  sacrificio.  Asimismo,  se 
recopilaron  también  el  resto  de  estadios  evolutivos  hallados  para  su  posterior  uso  como 
antígeno total. 
Las hembras grávidas se recuperaron de  la parte superior del colon y  se  incubaron  en 
agua  destilada  con  Penicilina/Estreptomicina  (1%)  a  24°C  durante  7  días,  cambiando  la 




















Con  el  fin  de  establecer  las  condiciones  óptimas  para  llevar  a  cabo  la  infección 
experimental,  se  infectaron  2  grupos  de  11  animales  con  dosis  de  2  y  4  hembras, 
respectivamente.  A  su  vez,  estos  dos  grupos  fueron  subdivididos  en  otros  dos,  los  cuales  se 















Tras  el  sacrificio  (30  y  60  días  después  de  la  infección)  se  aisló  el  intestino  grueso 
donde se alojan preferentemente estos nematodos y  se diseccionó  longitudinalmente, bajo  la 
lupa binocular, para proceder  al  recuento de los vermes.  
De todos  los animales del ensayo, se  tomaron muestras de  intestino  (colon proximal), 
mucosa intestinal y se extrajeron tejidos y órganos inmunoactivos como placas de Peyer (PP), 






























La  proteína  PP2A  empleada  en  los  ensayos  de  inmunización  pertenece  a  la  región 
catalítica  de  la  enzima  serina/treonina  fosfatasa  2A  (PP2A)  del  nematodo  Angiostrongylus 
costaricensis.  Para  los  ensayos  de  vacunación  se  empleó  como  antígeno  la  proteína 
recombinante  (PP2Ar)  clonada  por  el  grupo  de  Parasitología  Molecular  del  Instituto  de 
Biotecnología de  la Universidad de Granada de acuerdo a  la metodología descrita por Solano‐
Parada et al. (2010). 
Para  la  expresión  de  la  proteína  recombinante  PP2A  se  partió  de  un  cultivo  de 
Escherichia  coli  BL21,  previamente  transformada  con  el  inserto  de  PP2A  subclonado  en  el 
vector  pGex2TK  (Amersham)  por  el  grupo  de  Parasitología Molecular  antes mencionado.    La 
purificación  se  llevó  a  cabo,  durante  una  estancia  en  la  Universidad  de  Granada,  a  partir  de 
cultivos  de  una  colonia  aislada,  en  medio  2xYT/ampicilina  (100 μg/mL)  e  incubados  a  37 °C 
durante  12‐15h.  Se  le  añadió  al  cultivo  IPTG  a  una  concentración  final  de  0,5  mM  en  las  3 
últimas horas de cultivo, para  inducir  la expresión de  la proteína recombinante.   El cultivo  fue 
centrifugado  a  6.000 r.p.m.  durante  10 min  y  el  precipitado  se  resuspendió  en  tampón  de 







y,  posteriormente  por  inmunodetección  con  suero  de  conejos  inmunizados  con  la  proteína 
recombinante. El procedimiento de Western‐blot e inmunodetección se describe en el apartado 
3.8.3.  
Una  vez  obtenido,  el  precipitado  se  resuspendió  en  PBS  con  Tritón  X‐100  (Sigma‐
Aldrich®) al 1%, se sonicó y se centrifugó a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos. El procedimiento 
se  repitió  dos  veces.  Finalmente,  se  resuspendió  en  PBS  (NaCl  137mM;  KCl  2,7mM; Na2HPO4 





Los  ensayos  de  inmunización  realizados  en  esta  Tesis,  se  han  llevado  a  cabo 
principalmente  a  través  de mucosa  intranasal,  combinando  esta  vía  de  administración  con  la 
inmunización vía subcutánea. 
Mayoritariamente  se  ha  utilizado  la  inmunización  intranasal  (Figura  18).  Para  ello,  se 
















La  otra  vía  de administración empleada, en  combinación  con  la  intranasal,  ha  sido  la 
vía  subcutánea  (Figura  19).   Para  la  inoculación  en  este  caso,  se  cogió  la  parte  superior  del 




















Se  realizaron  varias tandas experimentales  utilizando diferentes grupos de animales en función 
de  las  fórmulas  vacunales  y  las  vías  de  administración.  En  todos  los  casos  se  realizó  una 




Figura  20.‐  Diseño  experimental  de  los  ensayos  de  inmunización  frente  A.  tetraptera.  Se  realizaron  dos 
inmunizaciones y se retó a  los 20 d.p.i.  (días post‐inmunización) cambiando  la nomenclatura a 
d.p.r (días post‐reto). A lo largo del experimento se obtuvieron muestras de sangre cada 10 días. 
Los  animales  destinados  a  los  diferentes  ensayos  de  inmunización  se  distribuyeron 
en  3  grupos:  grupo  control  de  animales  NO  INMUNIZADOS,  grupo  control  denominado 
ADYUVANTES, y un grupo experimental denominado FORMULA VACUNAL (Figura  21).  
El  grupo de  NO INMUNIZADOS (NI),  recibió PBS en lugar vacunación y posteriormente 
se subdividió en 2 subgrupos: el subgrupo Control (C), que no recibió ningún tratamiento más y 
fue sacrificado a los 20 días tras la administración del PBS (20 d.p.i); y el subgrupo denominado 

















En  el  segundo  grupo  control,  denominado  “ADYUVANTES”  (grupo  ADY),  los  animales 
fueron  inoculados en la fase de inmunización, tan  sólo  con  la solución  adyuvante utilizada en 
la vacunación combinada con la proteína recombinante PP2Ar, para observar  la respuesta que 
podían generar por sí mismos los adyuvantes. Igual que en el caso anterior, se dividieron en  dos 
subgrupos,  el  primero  de  ellos “Adyuvantes” (Ady), no fue infectado posteriormente, mientras 













Las  diferentes  fórmulas vacunales ensayadas  se administraron en un volumen de 50L 
para la inmunización intranasal y de 100 L para la vía subcutánea.  























En  esta  fórmula  se  utilizó  como  antígeno  4g  de  la  proteína  recombinante  PP2Ar 
obtenida  tal  y  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  3.4.1.  Como  adyuvantes  se  utilizó  una 





El  monofosforil  lípido  A  es  un  componente  no  tóxico  derivado  del  lipopolisacárido 
de  las paredes celulares bacterianas que se utiliza en la inmunización.  Las paredes bacterianas 
se  obtienen  a  partir  de  bacterias  E.  coli  Estas  promueven  la  captura  y  la  maduración  de  las 
células dendríticas, estimulando así una fuerte respuesta Th2 cuando la vía de administración es 
por mucosa. Por lo tanto, los antígenos cuando se administran por vía intranasal se absorben y 
desencadenan una  respuesta  inmunitaria  en  la mucosa,  que  abre un  futuro muy  prometedor 
para su uso en vacunas (Onah & Nawa, 2000). Las paredes bacterianas fueron obtenidas en el 
Instituto de Biotecnología de la Universidad de Granada. 
Por  su  parte,  los  mucoadhesivos  se  emplean  como  adyuvantes  en  inmunización  de 
mucosas  porque  ejercen  un  efecto  “parche”  que  permite  la  absorción  y  presentación  del 
antígeno  de  forma  más  escalonada.  Entre  ellos  hemos  utilizado  la  CMC  (Guinama 
Laboratorios®),  un  compuesto  orgánico  derivado  de  la  celulosa  compuesto  por  grupos 
carboximetilo  enlazados  con  los  grupos  hidroxilo  de  la  celulosa.  Utilizado  como 
carboximetilcelulosa  sódica  (NaCMC)  al  1%  tiene  propiedades  hidrófilas.  Debido  a  su 
estructura  lineal,  posee  una  alta  viscosidad  y  facilidad  para  forma  películas,  por  lo  que  es 
empleado  como  espesante  y  estabilizante  de  emulsiones.  En  la  formulación  de  vacunas  sus 
propiedades adhesivas pueden ayudar en la administración intranasal, favoreciendo la retención 


















iónico de baja  toxicidad  con propiedades bioadhesivas y humectantes.    Se ha comprobado su 
efectividad  en  la  administración  intranasal  de  fármacos,  disminuyendo  la  eliminación  del 









La  Polietilenimina  (PEI)  se  obtiene  a  partir  de  monómeros  de  etilenimina  y  es  el 
polímero  orgánico  de  mayor  carga  orgánica  conocida,  además  es  inocuo  y  no  pierde  sus 
propiedades tampón en medio fisiológico (Arenal et al., 2003). A nivel inmunológico es capaz de 
















Figura  22.‐ Micelas  formadas  por  el  lipopéptido  PP2Ar‐OVS. 






El  lipopéptido  forma  micelas  de  46,66    6,40  nm  de  diámetro  (Figura  22)  (Gómez‐





Los  adultos  de A.  tetrapetra  se  obtuvieron  a  partir  de  animales  infectados  de  forma 
natural,  así  como a partir de  los  ratones  infectados experimentalmente. Como  se  ha  descrito 
en  el  apartado  anterior,  tras  el  sacrificio,  se  aisló  la  fracción  del  intestino  grueso  donde  se 
alojan  estos  nematodos  y  se  diseccionó  longitudinalmente,  bajo  la  lupa  binocular,  para  la 
extracción  de  los  vermes  que  se  lavaron  exhaustivamente  con  tampón  PBS  para  eliminar 
material contaminante. Se recogieron 200 adultos en 700 µL de PBS en presencia de inhibidor 
de proteasas (Complete Mini EDTA‐free, Roche®) y se congelaron a ‐80°C.  
Para  la obtención del extracto total o antígeno completo,  los vermes,  aún congelados, 
se  sonicaron  en  hielo  siguiendo  el  siguiente  protocolo:  5  ciclos  de  30  segundos  con  un 
intervalo  de  30  segundos  entre  ellos  para  evitar  el  sobrecalentamiento  de  la  muestra.  La 
suspensión resultante se trituró  con  un  pistón  acoplado  a  un  taladro hasta que la mezcla fue 
totalmente  homogénea.  A  continuación,  se  centrifugó  a  13.200  r.p.m.  durante  10  minutos 
se  recuperó  el  sobrenadante (proteínas solubles).  
La  concentración  total  de  proteína  del  extracto  se  determinó  mediante  el  sistema 
comercial  Protein  Assay  (Bio‐Rad®),  basado  en  el  método  de  Bradford  de  cuantificación  de 
proteínas solubles  (Bradford, 1976).    Éste se fundamenta en  los cambios de coloración que se 
producen en el Azul de Coomasie brillante G‐250 cuando se une a diferentes concentraciones de 
proteína. Para la cuantificación de cada muestra se mezcló 10 µL de cada una de ellas con 200 
µL  del  reactivo  de  Bradford  (1:5).  Para  la  cuantificación  de  los  extractos  se  realizó  una  recta 
patrón  empleando  concentraciones  crecientes  de  una  dilución  de  BSA  (de  0,1  mg/mL  a  10 







Con  el  fin  de  analizar  la  respuesta  inmunitaria  a  nivel  intestinal  se  obtuvieron  tanto 
secciones intestinales, como un raspado de la mucosa del intestino grueso. Una vez  sacrificados 
los animales  se  tomó una parte de colon proximal de 0,5 cm de longitud cercana al ciego, y se 








(Sigma‐Aldrich®),  inhibidor  de  proteasas  (1X)  (Complete  Mini  EDTA‐free,  Roche®)  y  azida  de 
sodio (0,05%) como bacteriostático  y se raspó suavemente con un cubreobjetos hasta obtener 
la  mucosa.  El  material  mucoso  resultado  del  raspado  se  recogió  en  tubos  de  15  mL.  Se 






Para analizar los niveles y la cinética de los anticuerpos séricos se extrajo  sangre  de  los 
animales  en  varios  tiempos  y  situaciones  experimentales,  tal  y  como  se  esquematiza  en  los 
protocolos  experimentales  anteriores:  a  tiempo  0  al  inicio  del  estudio;  a  diferentes  tiempos 
post‐inmunización  (d.p.i.);  a  diferentes  tiempos  post‐infección  (d.p.inf  o  d.p.r);  y  en  el  punto 




gotas  de  sangre  se  recogieron  en  microtubos  con  EDTA  y  se  centrifugaron  a  10.000  r.p.m. 








Para  el  recuento  leucocitario  por  citometría  de  flujo  se  necesitaron 100 L  de  sangre 
total obtenida del  seno venoso. Adicionalmente,  antes  de  sacrificar  a  los  animales,  se  tomó 












Durante  este  trabajo  se  ha  realizado  el  recuento  leucocitario  utilizando  dos  técnicas. 
Inicialmente  para  el  recuento  leucocitario  por  microscopía  se  utilizaron  los  frotis  de  sangre 
obtenidos  a  partir  de  la  sangre  de  la  cola  del  animal.  Los  frotis  se  fijaron  por  inmersión  en 
metanol  durante  3 minutos,  para  posteriormente  teñirse mediante  Tinción comercial Giemsa 
(Sigma‐Aldrich®)  (conteniendo  azul  de  metileno,  eosina  y  varios  azúcares  en  dilución 
acuosa)  diluida  1:10  en  PBS  y  pH  6,8.  Los  portaobjetos  con  los  frotis  se  sometieron  a 
inmersión  vertical  durante  de  10  minutos  en  esta  solución,  seguido  de  un  lavado  con 
abundante  agua  corriente  tras  el  cual  los  portaobjetos  se  dejaron  secar  al  aire  para  poder 
examinarlos con el objetivo de  inmersión.  
La  tinción  empleada  permite  la  diferenciación  de  leucocitos  en  base  a  la  morfología 











Para  la visualización y estudio de los frotis  se utilizó el microscopio  Nikon  Eclipse  50I® 
conectado  a  un  video  monitor  en  color.  Sólo  las  células  con  un  núcleo  visible  y  contorno 
rojo  fueron  contadas  como  positivas.  El  recuento  se  realizó  a  100x  sobre  un  total  de  200 
células  de  la  línea  blanca  (eosinófilos,  monocitos,  neutrófilos  y  linfocitos)  expresando  el 
resultado en tanto por ciento. 
En  los  ensayos  de  vacunación  el  recuento  leucocitario  se  llevó  a  cabo  mediante 
citometría de flujo. Se recogieron 100 µL de sangre total del seno venoso y se realizó el marcaje 
celular  con anticuerpos anti‐CD45.  Se  trata de un marcador molecular que está expresado de 
manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas, en los diferentes linajes leucocitarios. 
Sin  embargo,  mientras  que  las  células  elitroides  y  las  plaquetas  pierden  su  expresión  a  lo 












anticuerpo  anti‐CD45  conjugado  con  FITC  (eBiosScienceTM)  (0,2 g/L),  durante  30 minutos  a 
temperatura ambiente y en oscuridad.  
Tras  la  incubación,  se  añadió  a  cada  muestra  2  mL  de  la  solución  de  lisis  BD 
PharmalyseTM (1X). BD PharmaLyse ™ es un reactivo de lisis concentrado (10X) a base de cloruro 
de  amonio  tamponado.  Cuando  se  diluye  a  una  concentración  de  1X  y  se  usa  según  lo 
recomendado,  lisa  glóbulos  rojos  después  de  la  tinción  con  anticuerpos  monoclonales.  La 
solución de lisis da como resultado una buena separación por dispersión de luz de los linfocitos y 
los restos de glóbulos rojos cuando se analiza mediante citometría de flujo. Se  dejó  incubar  5 
minutos  a  temperatura  ambiente  y  se  analizaron  los  resultados  con  el  citómetro  de  flujo 
Amnis  ImageStream®.  Al  realizar  citometría  el  tamaño  celular  es muy  pequeño  y  por  eso  se 
debe proceder de forma precisa a la hora de fijar el umbral (threshold) que permita distinguir las 











Se  empleó  este  método  inmunoenzimático  para  la  detección  de  los  isotipos  de 
inmunoglobulinas  IgM,  IgG,  IgE  e  IgA  en  plasma;  e  IgAs,  IgE  e  IgG  en mucosa.  Las  diluciones 
óptimas  de  trabajo  se  determinaron  previamente  probando  diferentes  concentraciones  de 
anticuerpo  primario  (plasma  y  mucosa)  y  secundario  (Tabla  2).  Se  utilizaron  anticuerpos 




Primario  Secundario  Primario  Secundario 
IgA  1/200  1/2.000  1/100  1/2.000 
IgG  1/200  1/4.000  1/100  1/2.000 
IgM  1/200  1/4.000  ‐  ‐ 
IgE  1/200  1/2.000  1/100  1/2.000 
. 
 








1  hora a 37°C, en agitación y posteriormente se  incubaron  con 100 µL de mezclas de plasma o 
mucosa a las diluciones indicadas en la Tabla 2, durante  90  minutos a 37°C en agitación suave. 
Tras ello, se  realizaron  3  lavados  con  PBS‐T  y  se  añadieron  100 µL  del  anticuerpo  secundario 
GAM‐PO (obtenidos en cabra y acoplados a peroxidasa) a las diluciones indicadas para el análisis 
de cada isotipo, y se incubó la placa durante 1 hora a 37°C con agitación. Se utilizó una solución 
de  revelado  (solución  con  cromógeno  ortofenilendiamina  0,04%  en  tampón  fosfato‐citrato 
(Na2HPO4 0,2M, ácido cítrico 0,1M; pH5) y sustrato H2O2 0,001%) añadiéndose 100 µL/pocillo y 
se  incubó  en  oscuridad.  La  reacción  se  detuvo  con  100 µL/pocillo  de  HCl  3N.  Finalmente  se 
determinaron  las  absorbancias  a  490nm  en  un  lector  ELISA  (iMark™‐Bio‐Rad). Cada muestra, 







La separación de proteínas del extracto  total de A.  tetraptera  mediante electroforesis, 





Las  muestras  se  mezclaron  con  tampón  Laemmli  (2x)  (Sigma‐Aldrich®)  (SDS  4%, 
glicerol  20%,  2‐mercaptoetanol  10%,  azul  de bromofenol  0,004%  y  Tris‐ HCl  0,125M,  pH  6,8) 
(Harlow  &  Lane,  1988).  Tras  hervir  las  muestras  a  100°C  durante  5  minutos  para  la 
desnaturalización de las proteínas,  se  cargaron  en  cada pocillo un máximo 40 g de lisado total 
de proteínas en un volumen de 25 µL de muestra. En todos los geles se cargó un marcador de 
peso molecular para proteínas, concretamente el marcador Precision Plus Protein (Bio‐Rad®). La 
















Para  detectar  las  proteínas  inmunoreactivas,  tras  la  electroforesis,  las  proteínas 
fueron  electrotransferidas  a  membranas  de  nitrocelulosa  (Amersham  Hybond‐ECL, 
Healthcare®).  Para  la  transferencia  se  utilizó  el  sistema  Mini‐Trans‐Blot  (Bio‐Rad®).  El 
proceso  se  realizó  a  200 mA  durante  1  hora  y  30  minutos  en  tampón de transferencia  (Tris 
0,25M, glicina 1,92M y metanol 20%). Al  finalizar, las proteínas transferidas a las membranas se 
tiñeron  sumergiéndolas  durante  5  minutos  en  agitación,  en  una  solución  de  Rojo  Ponceau 
(Sigma‐Aldrich®) al 0,5% (p/v) en acético glacial 1%,  y  decolorando  con  una solución de ácido 
acético  glacial  1% hasta  la  aparición  de  las  bandas.  Esta  tinción  se  realizó  para  comprobar  la 
eficiencia de la transferencia proteica y obtener un control interno de carga.  

















3.9.1. Obtención  de  cortes  histológicos 
 
Las  secciones  intestinales  obtenidas  tras  el  sacrificio,  se  deshidrataron mediante  una 
cadena de alcoholes para poder embeberlos en parafina, ya que esta no es miscible en agua y 
los  tejidos  están  formados  principalmente  por  agua.  Primero  se  sumerge  en  alcohol  al  30% 
durante  1  hora,  tras  ellos  pasaremos  los  cortes  por  alcoholes  de  diferentes  concentraciones 
durante una hora, la concentración sería 50%, 70%, 90%, 95% y finalmente durante 2‐4 horas en 
alcohol  100%.  Se  realizaron  cortes  seriados  de  4  µm de  espesor  (semifinos)  de  cada  sección, 
utilizando  un  microtomo.  Aprovechando  la  hidrofobicidad  de  la  parafina,  las  secciones  se 
colocaron sobre agua calentada a unos 35°C a 40°C y gracias al calor se extienden sin llegar a su 






se  procedió  a  un  secado  exhaustivo  en  una  estufa  a  una  temperatura  de  entre  35°C  y  40°C 
durante  toda  la  noche. Una  vez  secos,  los  portaobjetos  con  las  secciones  están  listos  para  el 
procesamiento posterior.   
Para conseguir  la máxima adherencia al vidrio  la superficie del portaobjetos,  sobre  los 
que  se  coloca  la  muestra,  debe  de  estar  tratada  previamente.  Se  utilizaron  portaobjetos 
ApexTM  Superior  Adhesive  Slide  (Leica  Biosystems®)  para  microscopía,  recubiertos  por  un 
material  adhesivo  especial  con  cargas  positivas,  que  promueven  la  adhesión  del  tejido,  y 





La  tinción  con  Hematoxilina‐Eosina  (HE)  es  una  de  las  más  utilizadas  en  histología 
sobre  cortes  con  parafina;  el uso de un  colorante básico  (hematoxilina)  y otro ácido  (eosina) 
permite  teñir  las  estructuras  celulares  (cromatina  nuclear,  retículo  endoplasmático,  matriz 
extracelular, citoplasma…) de diferentes colores y facilitan el análisis histológico. 
Antes  de  llevar  a  cabo  la  tinción  se  requiere  de  un  tratamiento  de desparafinado  y 
posterior  hidratación,  consistente  en  2  pasos  de  inmersión  de  los  cortes  histológicos  de  5 
minutos  en  xileno,  un  paso  de  5 minutos en etanol de 100°, un paso de 5 minutos en etanol 














Figura  25.‐  Tinción  histoquímica  Hematoxilina‐Eosina 





Para  la  tinción  se  embebieron  los  cortes  en  hematoxilina  de  Mayer  (Sigma‐Aldrich®) 
(hematoxilina  certificada  1,0  g/L,  yodato  sódico  0,2  g/L,  sulfato  alumínico  amónico  12H2O  50 
g/L,  hidrato  de  cloral  50  g/L  y  ácido  cítrico  1  g/L)   durante  3  minutos,  a  continuación,  un 
lavado  con  agua  del  grifo  durante  15  minutos  para  posteriormente  hacer  dos  lavados  con 
agua destilada de 10 minutos  cada uno.  Se prosiguió  con una inmersión en  eosina  a l   0 ,2% 
durante 15  segundos y después etanol 80°  durante 15 segundos.   
A  continuación,  se  volvió  a  realizar  una  deshidratación,  pasando  de  alcohol  menos 
concentrado  a más  concentrado,  30  segundos  en  etanol  de 96°,  5 y 10 minutos en etanol de 
100° y terminamos con 2 inmersiones  de  10 minutos en  xileno. 
Para  finalizar,  se  procedió  al  montaje  para  microscopía  Eukitt  (Sigma‐Aldrich®)  que 
contiene  un  45%  de  resina  acrílica  y  un  55%  de  xilenos.  Es  un  adhesivo  y  conservante  de 





Los  cortes histológicos de  colon  fueron  sometidos  a  la  tinción PAS  (ácido  periódico y 
reactivo  de  Schiff),  que  tiñe  componentes  celulares  con  hidratos  de  carbono,  como  la parte 
glucídica  de  las  glicoproteínas,  las  mucinas  del  moco  que  recubre  el  epitelio  intestinal  y  las 















Figura  26.‐  Tinción  histoquímica  PAS‐Hematoxilina  sobre  cortes  de 









lavados  de  10  minutos con  agua  destilada;  reactivo  de  Schiff  (Merck®)  durante  10  minutos; 
dos  lavados  con  agua  destilada;   inmersión  durante  3  minutos  en  hematoxilina  de  Mayer 









de  quimioquinas  y  células  del  sistema  inmunitario  (neutrófilos)  asociada  a  los  ensayos  de 
infección y vacunación realizados.  
Como  paso  preparatorio,  todas  las  muestras  deben  ser  desparafinadas  para  lo  cual 
fueron  incubadas  en  estufa  a  60°C  durante  30  minutos  para  eliminar  la  parafina,  lo  que  se 
conoce  como  “lagrimeo”. Después,  se  sometieron  a  una  cadena  de  hidratación,  como  se ha 
explicado  en  el  punto  3.9.2.  A  continuación,  se  realizó  un  desenmascaramiento  antigénico 






fueron  cubiertos  con  100  µL  de  cada  reactivo  a  la  concentración  requerida  para  una  total 
cobertura.  Todo  el  proceso  se  realizó  sobre  un  agitador,  en  cámara  húmeda  y  temperatura 
ambiente. 
Tras  la  cadena  de  hidratación  se  añadió  borohidruro  de  sodio  (Sigma‐Aldrich®)  al  1% 
(p/v),  para estabilizar  los enlaces aldehídos, durante 5 minutos para, a continuación, bloquear 
los  sitios de unión  inespecíficos  con una  solución de BSA  (albúmina de  suero bovino)  (Sigma‐
Aldrich®)  al  5%  (p/v)  y  Triton  X‐100  al  0,2%  (v/v)  en  PBS  durante  1  hora.  Tras  el  bloqueo  se 
realizaron 3  lavados con PBS, y se  incubó con  los anticuerpos primarios (diluido 1/50) durante 
una  hora.  Tras  realizar  otros  3  lavados  se  añadió  el  anticuerpo  secundario  marcado  con 
fluorescencia correspondiente (Alexa Fluor®) (diluido 1/150) durante 30 minutos y en oscuridad 
(Tabla 3). 


























Para  poder  discriminar  la  posible  reactividad  inespecífica  de  los  anticuerpos 
primarios,  se  utilizaron  en  todos  los  grupos  y  categorías,  cortes  que  se  incubaron 
directamente con  el anticuerpo secundario. 











































inversa  utilizando el  sistema  comercial High Capacity  cDNA Reverse  Transcription  Kit  (Applied 
Biosystems®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
 
La  retrotranscripción  se  realizó  en  un  termociclador  T100  (Bio‐Rad®).  Los 









23,  IL‐6,  IL‐25,  IL‐21 e  IL‐9)  se  amplificaron mediante  PCR  a  tiempo  real  utilizando  cebadores 
específicos  para  cada  citoquina  (Tabla  4).  El  objetivo  de  la  qPCR  es  detectar  y  cuantificar  las 






Biosystems)  para  el  análisis  cuantitativo  en  tiempo  real  de  la  expresión  de  citoquinas.  Estos 
ensayos  constan de un par de  cebadores de PCR  sin marcar para  cada  citoquina y una  sonda 
TaqMan con fluoróforo de fluoresceína (FAM) en el extremo 5' y un aglutinante menor (MGB) y 
desactivador  de  fluorescencia  (NFQ)  en  el  extremo  3',  solo  cuando  la  sonda  se  acopla  a  la 
cadena molde se emite fluorescencia. 
Para  un  volumen  final  de  20  µL,  9  µL  del  cDNA  obtenido  ( diluido  1/20  en  agua 
estéril)  se  añadieron  a   10 µL  de  TaqMan® Universal  PCR Master  Mix No  AmpErase® UNG  (2x) 
y 1 µL  del  TaqMan® Gene  Expression  Assay  (cebadores  y  sonda).  Todos  los  cebadores de  las 
citoquinas  y  las  sondas marcadas  con  FAM  fueron  diseñados  por  Applied  Biosystems®  como 
ensayos  TaqMan  inventariados  (Tabla  4).  La  TaqMan®  Gene  Expression Master Mix  contiene 
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase que se activa a 94º, una referencia interna pasiva basada en el 
ROX ™ que normaliza las fluctuaciones de la fluorescencia no relacionadas con la PCR. 
El  termociclador  empleado  fue  el  Abi  Prism  7000  (Applied  Biosystems®)  y  la 
amplificación consistió en un paso de 2 minutos a 50°C, un paso de desnaturalización  inicial a 
94°C durante 10 min y 40 ciclos de amplificación (15 segundos de desnaturalización a 95°C y 1 




placas  de  96  pocillos,  conteniendo  los  controles  endógenos  (β‐actina)  y  los  controles 
experimentales. experimentales.  
 
Tabla  4.‐  Secuencia  de  oligonucleótidos  para  cada  citoquina  y  el 
control endógeno 












































Se  calculó  el  ciclo  umbral  (Ct).  El  Ct  es  el  número  de  ciclos  necesarios  para  que  se 
produzca  un  aumento  de  fluorescencia  significativo  con  respecto  a  la  señal  de  base,  y  es 
inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde, para cada muestra y cada 
control.  Para  la  normalización  se  utilizó  el  gen  constitutivo  de  la  β‐actina  como  control  de 
expresión.  Con  el  fin  de  valorar  la  influencia  de  la  infección o de los ensayos de vacunación 
en  la  expresión de  citoquinas  se  empleó  un  método  de  cuantificación  comparativo  (método 




citoquina  y  los ciclos del  control  para dar  resultados de expresión o cantidad  relativa  (RQ).  El 
cambio  en  la  expresión  del  gen  de  interés  se  normalizó  respecto  al  de  la  β‐actina  y  a  su 





Mediante  el  programa  Stadistica®  versión  7,  los  datos  fueron  sometidos  al  test  de 
Distribución Normal  de Kolmogorov‐Smirnov, y  los  análisis  de  los  grupos  se  realizó  aplicando 
la  prueba  de  Análisis  de  Varianza  ANOVA  para  comprobar  si  existieron  diferencias 
significativas  entre  grupos.  De  existir  dichas  diferencias,  se  procedió  a  una  realizar  una 



































































Para  realizar  la  infección  experimental,  las  hembras  grávidas  (Figura  27A)  aisladas  a 
partir de infecciones naturales, se incubaron en estufa a 24°C durante 7 días, ya que los huevos 
no  son  infectantes en el momento de  la puesta  y necesitan entre 6‐7 días para  completar  su 
embrionación (Figura 27B). Tras la incubación, se contó el número de huevos embrionados por 
hembra,  obteniéndose  una  media  de  50‐60  huevos  listos  para  la  infección.  Basándonos  en 
ensayos  de  infección  previos  (Derothe  et  al.,  1996),  se  realizaron  ensayos  en  grupos  de  11 
ratones, utilizando 2 y 4 hembras grávidas del nematodo,  lo que supondría aproximadamente 
un total de entre 100 y 120 huevos  inoculados, respectivamente. Al mes de  la  infección y tras 









Grupo  n  nº infectados  % infección 
2 hembras  11  8  73 







infectaron  menos  animales  retando  con  2  hembras,  la  media  de  parásitos  recuperados  es 











En  la  Figura  28,  vemos  una  representación  gráfica  de  la  distribución  de  los  vermes 
recuperados por  ratón en el  caso de 2 y 4 hembras, así  como  la media  representada por una 
línea. 
 
Figura  28.‐  Representación  del  número  de  vermes  aislados  por  animal 
infectado,  con  2  y  4  hembras.  Las  líneas  horizontales 
muestran la media. 
 






Grupo  Media  SD  Rango  Tasa de recuperación  
2 hembras  9,8  9,7  0‐25  12,3 % 




El  periodo  prepatente  en  el  ciclo  biológico  de A.  tetraptera está  estimado  en  23  días 
(Anya, 1966). A pesar de que las jaulas se mantengan en una zona experimental de tipo P2 y se 
limpien cada dos días existe la posibilidad de autoinfección. Por tanto, para el diseño adecuado 
de  los  ensayos  de  vacunación  con  infecciones  controladas  primarias  se  planificó  un  ensayo 
determinando  el  porcentaje  de  infección  y  la  presencia  de  distintos  estadios  evolutivos  en  el 
intestino tras diferentes tiempos post‐infección, para delimitar así el tiempo de infección para el 
cual podamos asegurar que no hay probabilidad de autoinfección.  
Para ello,  se  infectaron experimentalmente 22 animales con 2 hembras cada uno y  se 
dividieron en dos grupos de 11 animales según el tiempo de post‐infección (30 y 60 días) tras el 












días tras  la  infección, pero es más  importante que cuando se sacrificaron  los animales tras 30 
días de la infección, no se detectó la presencia de estadios larvarios, mientras que después de 












30 d.p.inf.  9,8  9,7  0‐25  12,3 %  No 





animal  y  la  media  en  cada  grupo,  representada  por  una  línea  horizontal.  Como  hemos 
comentado,  en  el  caso  de  los  60  días  tras  la  infección  hay  mayor  número  de  vermes,  pero 







Con  el  objetivo  de  caracterizar  el  modelo  de  infección  experimental  A.  tetraptera  – 
ratón, cada animal fue  infectado con dos vermes hembras y se sacrificaron a  los 20 días post‐
infección para así asegurar la ausencia de autoinfección.   
Para  la  determinación  de  la  activación  inmunológica  a  nivel  sanguíneo  tras  la 
parasitación,  se  realizó  el  recuento  leucocitario.  Mediante  el  análisis  celular  de  la  sangre 





Grupo  Neutrófilos  Linfocitos  Eosinófilos  Otros* 
Valores de referencia  57‐67  25‐33  1‐3  0‐7 
Estándar de infección  47,3 %        41,5 %    3,4 %   7,9 % 
*monocitos, basófilos. 



















La  concentración  de  los  isotipos  IgM,  IgG  e  IgE  se  analizó  mediante  ELISA  indirecto  frente 
extracto  total  de  A.  tetraptera  usando  mezclas  de  suero  diluidos  1/200  procedentes  de 
animales control (C) o infectados (INF) (n=10/grupo). Los anticuerpos secundarios se diluyeron 
1/4.000  para  IgM  e  IgG,  y  1/2.000  para  IgE.  Los  datos  corresponden  a  3  experimentos 








alcanzando  su  mayor  valor  a  los  20  días  tras  la  infección.  Los  aumentos  detectados  en  los 
animales  infectados  resultaron  significativos  respecto  al  control.  La  variación  en  la 
concentración de  IgG es muy parecida a  IgM, aumentando ambas  inmunoglobulinas de  forma 
progresiva.  
En  el  caso  de  los  niveles  de  IgE,  la  infección  produce  un  aumento  ligero  de  esta 
inmunoglobulina a nivel  sistémico.  Las diferencias  respecto al  grupo control  son  significativas. 








Como el parásito estudiado es un nematodo  intestinal es de esperar que  la  respuesta 
inmunitaria más importante sea la que se dé de forma local a nivel de mucosa intestinal. Para 
valorar si  la  infección ha provocado un aumento en los niveles de anticuerpos a nivel  local, se 
han determinado mediante ELISA indirecto los niveles de IgA secretora (IgAs) al final del estudio 
(20 d.p.inf.). Además, como se trataba de caracterizar la respuesta local se analizaron otros dos 





con  A.  tetraptera.  La  concentración  de  los  anticuerpos  IgAs,  IgG  e  IgE,  fue  determinada 
mediante ELISA indirecto frente extracto total de A. tetraptera usando mezclas de mucosas 
procedentes  de  animales  control  (C)  o  infectados  (INF)  (n=10/grupo)  obtenidas  en  el 
momento del  sacrificio  y diluidas 1/100.  Los anticuerpos  secundarios  se utilizaron diluidos 




de  los  animales  infectados.  El  incremento en  los niveles de  IgA puede  ser  importante para  la 
neutralización  y  posterior  eliminación  del  parásito,  ya  que  su  liberación  específica  impide  la 
adhesión del parásito en el intestino (Dixon et al., 2010).  
Como  es  el  caso  de  los  resultados  descritos  en  suero,  los  niveles  de  IgG  aumentan 






datos  obtenidos  en  suero.  Como muestra  la  Figura  31,  se  ve  un  aumento  significativo  de  los 
niveles de IgE en mucosa en el caso de animales infectados respecto a los datos obtenidos en el 





Mediante  análisis Western‐blot  e  inmunodetección,  se  estudió  la  especificidad  de  los 
anticuerpos  anti‐A.  tetraptera analizados mediante  enzimoinmunoensayo,  y  cuyo  aumento  se 







separaron  mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  (SDS‐PAGE)  al  10%,  y  fueron 
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se tiñeron con Rojo  Ponceau  para 
comprobar la eficiencia de la transferencia proteica y disponer de un control interno de carga. 
Las membranas  se  cortaron en  tiras para enfrentarlas  con una mezcla  de  sueros de  animales 



























proteínas  del  extracto  total  de  A.  tetraptera.  40g  de  extracto  total  de  parásito 
fueron cargados en un gel SDS‐PAGE. Tras la transferencia, las membranas se tiñeron 



























Como  consecuencia  de  la  infección,  no  hay  daños  a  nivel  superficial  y  la  morfología 
general  de  los  pliegues  del  colon  se  mantiene.  Sin  embargo,  a  nivel  celular  sí  se  apreciaron 
cambios asociados a la infección por el nematodo y la respuesta inmunitaria puesta en marcha, 
observándose  una  hipertrofia  de  las  células  caliciformes  productoras  de  moco  y  linfocitosis 
intraepitelial en el caso de los ratones infectados.  
La  tinción  de  PAS  (Periodic  Acid‐Schiff)‐hematoxilina  es  utilizada  para  marcar  los 
polisacáridos  en  los  tejidos  y,  por  tanto,  nos  permite  observar  cambios  en  la  producción  de 












observa una  hipertrofia  de  las  células  caliciformes  debido  a  un  aumento  en  la  producción de 
mucinas. El aumento de la producción y secreción de moco constituye uno de los mecanismos 
de  defensa  conocidos  frente  a  infecciones  intestinales  por  helmintos  impidiendo  de  forma 
mecánica el establecimiento del parásito (Trelis et al., 2011). 
 







dirigir  diversas  familias  de  leucocitos  circulantes  hacia  los  sitios  dañados. Al  ser  liberadas  por 
células  dañadas  o  infectadas  crean  un  gradiente  de  concentración  que  actuará  como  un 
quimioatrayente para guiar la migración celular.  
Las quimioquinas no sólo participan en la coordinación del movimiento de leucocitos en 
los  procesos  inflamatorios,  sino  que  también  tienen  importancia  en  múltiples  procesos 
fisiológicos y patológicos: desarrollo, vigilancia, memoria,  respuesta y regulación  inmunitaria e 
inflamación…   






A  través  del  empleo  de  anticuerpos  específicos  anti‐quimioquina  marcados  con 
fluorocromos, se pudo localizar y visualizar dichas quimioquinas en cortes histológicos de colon 
proximal de  ratón,  tanto en animales  control  como en animales  infectados  con A.  tetraptera, 
mediante microscopía  confocal.  El  análisis  de parámetros  inmunohistoquímicos,  junto  con  los 
histológicos  analizados  en  el  punto  anterior,  nos  acercará  a  una  mejor  comprensión  de  la 
respuesta inmunitaria frente a la infección de los animales de experimentación. 
Se analizó la expresión de las quimioquinas CCL2 (MCP‐1), CCL17 (TARC), GRO 1 (CXCL1), 






















fluorescencia  mediante  microscopía  confocal,  tras  el  marcaje  con  anticuerpo  específicos, 
mediante microscopía confocal, en función de las quimioquinas analizadas (Figura 36). 
 





La  intensidad  de  fluorescencia  fue  claramente mayor  en  los  intestinos  de  los  ratones 
infectados con A. tetraptera, en el caso de las quimioquinas atrayentes de neutrófilos, GRO 1 y 
CXCL15,  indicativo  de  una mayor  expresión  de  las mismas  asociadas  a  la  infección.  Nuestros 






























































Las  citoquinas  son  las  responsables  de  la  polarización  de  la  respuesta  inmunitaria  en 
función de la naturaleza del agente infeccioso para orquestar de forma efectiva  la defensa. Se 
llevó a  cabo  el  análisis  de  su expresión en  los órganos  y  tejidos  inmunoactivos:  bazo, Nódulo 
Linfático Mesentérico (NLM) y Placas de Peyer (PP), mediante PCR cuantitativa a tiempo real en 
muestras  procedentes  de  animales  control  e  infectados,  tras  su  sacrificio.  Debido  a  la 












Figura  38.‐  Niveles  de  citoquinas  expresadas  en  bazo  de  ratón  tras  la  infección  por  A. 
tetraptera.  Cantidades  relativas  (RQ)  de  expresión  (mRNA)  respecto  a  los 
animales  control  y  normalizado  con ‐actina.  Las  barras  verticales muestran  la 




Las  citoquinas  mostradas  son  marcadores  de  la  respuesta  sistémica  que  genera  la 
infección  intestinal  con  el  nematodo.  La  IL‐23  es  la  citoquina  con  un  mayor  aumento  en  su 
expresión,  seguido  de  las  citoquinas  IL‐10  e  IL‐12.  El  perfil  de  citoquinas  nos  indica  una 
respuesta predominante frente a la infección de tipo Th17 en presencia de IL‐23 que actúa como 





Entre  las    citoquinas  analizadas    en NLM,  se observa    que  los niveles    de  IFN‐,  IL‐12, 












Entre  las  citoquinas  sobreexpresadas,  IFN‐,  IL‐2,  IL‐12  y  TNF‐  son  propias  de  la 
respuesta  Th1,  mientras  que  IL‐21  es  producida  por  los  Th17,  apareciendo  de  nuevo  cierto 
carácter  regulador  asociado  (TGF‐  e  IL‐10).  Destacan  los  niveles  tan  elevados  de  IL‐25, 
citoquina producida por  las células  intestinales  (Tuft cells) en respuesta a una agresión y cuyo 
objetivo sería el tratar de activar la vía Th9 para poner en marcha mecanismos de control de la 
infección. 


















































Como  se  ha  detallado  en  el  apartado  de Material  y Métodos,  las  fórmulas  vacunales 
ensayadas  incluyen  el  antígeno  constituido  por  el  péptido  recombinante  (PP2Ar)  combinado 
con: a) FV‐CMC: mucoadhesivos como  la carboximetilcelulosa  (CMC) para conseguir un efecto 




Con  el  fin  de  seleccionar  la  formulación  de  la  vacuna  más  efectiva  frente  a  las 
infecciones  por  A.  tetraptera,  se  analizó  la  eficacia  protectora  de  las  distintas  fórmulas 
empleando  diferentes  pautas  de  administración.  La  vía  intranasal  (in)  constituye  una  vía  de 






En  primer  lugar,  se  analizaron  los  resultados  tras  el  protocolo  de  doble  inmunización 
intranasal,  con  10  días  de  diferencia,  seguida  de  la  infección  experimental  o  reto.  Tras  el 
sacrificio  de  los  animales,  a  los  20  días  post‐reto  (d.p.r.)  se  llevó  a  cabo  un  recuento  de  los 
vermes y se obtuvieron los siguientes datos de infección respecto al grupo denominado “control 
de infección” (INF), los cuales no recibieron inmunización previa a la infección (Tabla 11). 
Las  fórmulas  que  ofrecieron  mayor  protección,  por  mostrar  valores  de  infección 
inferiores al grupo INF, son la fórmula PLU (FV‐PLU), con un 80% de protección, sólo 3 de los 15 
animales resultaron infectados; y la fórmula CMC (FV‐CMC) con la que se obtuvo una protección 


















Por  el  contrario,  el  grupo  que  recibió  el  lipopéptido  PP2Ar‐OVS,  al  igual  que  el  grupo 
inmunizado  con  FV‐PEI,  presentaron  porcentajes  de  infección  similares  al  grupo  control  no 
inmunizado (INF). En cuanto a la carga parasitaria, en ambos casos se obtuvieron valores medios 
muy superiores al control. Por tanto, con estos resultados se descartó la utilización de estas dos 
fórmulas vacunales para  la  inmunización de  ratones  frente al nematodo A.  tetraptera  ya que, 
lejos de proteger, parecen favorecer la infección tanto por los datos de porcentaje de infección 
como por las medias de vermes recuperados tras la infección.  
Paralelamente,  se  analizó  la  eficacia  de  las  distintas  formulaciones  tras  su 
administración siguiendo  la pauta de  inmunización combinada, primero subcutánea y a  los 10 













Tabla  11.‐  Número  de  animales  ensayados  (n)  con  cada  formulación  y  resultados  de 
infección  tras  una  doble  inmunización  intranasal  (in/in).  Media,  desviación 









INF  15  12  20  11,4  9,9  0‐20 
Lipopéptido  10  8  20  32,7  26,8  0‐60 
Fórmula CMC  15  4  73  1,8  3,6  0‐5 
Fórmula PLU  15  3  80  0,4   0,5  0‐1 
Fórmula PEI  5  4  20  15,0  21,8  0‐40 
Tabla  12.‐  Número  de  animales  ensayados  (n)  y  resultados  de  infección  tras  una  doble 
inmunización  subcutánea/intranasal  (sc/in). Media,  desviación  estándar  y  rango 










INF  15  12  20,0  11,4  9,9  0‐20 
Lipopéptido  5  4  20,0  12,7  5,8  0‐30 
Fórmula CMC  10  3  70,0  1,8  1,3  0‐5 
Fórmula PLU  10  4  60,0  2,1  3,2  0‐6 






capacidad  protectora  han  sido,  como  en  el  caso  anterior,  FV‐CMC  y  FV‐PLU;  consiguiendo 
elevados  porcentajes  de  animales  no  infectados,  con  un  70%  y  un  60%,  respectivamente. 
Además  de  menos  animales  infectados,  en  aquellos  en  los  que  sí  se  detectaron  vermes,  se 
contabilizaron  muy  pocos  ejemplares.  Tampoco  en  este  caso,  con  el  cambio  de  vía  de 
administración,  las otras dos  fórmulas,  Lipopéptido PP2Ar‐OVS y FV‐PEI, demostraron conferir 
protección, por lo que quedan descartadas como posibles fórmulas vacunales ya que a pesar de 





Un  aspecto  esencial  en  la  formulación  de  vacunas  es  la  elección  de  los  adyuvantes 







vía  de  administración  (in:  intranasal;  sc:  subcutánea).  Grupos 



























Según  muestra  la  Tabla  13,  la  administración  de  los  adyuvantes  sin  péptido 
recombinante mostró cierto nivel de protección (entre el 30 y el 40%) que no alcanzó los niveles 
de  las  fórmulas  que  contienen  el  antígeno  PP2Ar,  que  proporcionaron  niveles  de  protección 
entre el 60 y el 80%.  






































de  administración  (in:  intranasal;  sc:  subcutánea).  Grupos 
ensayados: Ady: adyuvantes (CMC y PB), Ady‐R: adyuvantes y 




n   %   n   %  
in/in 
Ady (n=9)  0  0,0  0  0,0 
Ady‐R (n=9)  0  0,0  0  0,0 
FV (n=15)  0  0,0  0  0,0 
FV‐R (n=15)  0  0,0  0  0,0 
sc/in 
Ady (n=9)  1  11,1  1  11,1 
Ady‐R (n=9)  2  22,2  2  22,2 
FV (n=15)  1  6,7  1  6,7 
FV‐R (n=15)  2  13,3  2  13,3 
 
Realizando una  valoración detallada de  los  resultados expuestos hasta el momento,  y 
con el objetivo de  seleccionar  la mejor opción para estudios posteriores  y  su aplicación en  la 
prevención de  las nematodiasis,  cabe decir  que  la  fórmula FV‐CMC ha  conseguido prevenir  la 
infección  en  un  mayor  número  de  animales  (protección  del  73%)  con  la  administración 
exclusivamente intranasal, considerada a partir de ahora de elección por ser la más segura. Con 
respecto al control de infección, se observa como la inmunización previa a la infección produce 
una  disminución  de  la  infección  en  un  50%.  La  utilización  de  los  adyuvantes  CMC  y  paredes 
bacterianas, por sí mismos,  también disminuye el porcentaje de  infección un 10%, pero es un 




Empleando  la  fórmula  con  Plurónic  (FV‐PLU)  junto  a  paredes  bacterianas  como 
adyuvantes, para  las pruebas de  inmunización (in/in), produjo una disminución de  la  infección 
en un 60% respecto a  los animales control. En este caso también  la  inmunización con solo  los 
adyuvantes  disminuyó  el  porcentaje  de  animales  infectados  en  un  10%.  Con  esta  fórmula  la 
media de vermes recuperados es de 0,4 vermes por animal, lo que corrobora el elevado nivel de 






Por  lo  tanto,  con  estos  resultados  hemos  seguido  analizando  la  respuesta  de  los 









El  recuento  leucocitario  en  sangre  periférica  de  ratón  se  realizó  con  el  objetivo  de 











fórmulas  vacunales  más  eficaces,  FV‐CMC  y  FV‐PLU  tras  el  reto,  y  los  resultados  se  han 
comparado con los datos normales referencia para ratón, los obtenidos en el grupo control de 
infección  (INF)  y un  grupo  control  al  que  se ha  inyectado únicamente  los  adyuvantes  y  se ha 
infectado posteriormente (Ady‐R). 
Se  determinaron  los  porcentajes  de  neutrófilos,  linfocitos  y  eosinófilos  en  sangre 
periférica de animales empleados en los ensayos de inmunización. Los resultados se indican en 
la  Tabla  15,  donde  se  incluyen  además  el  resto  de  células  blancas  (mastocitos,  basófilos…) 
englobadas en “Otros”.  
Todos  los  animales  de  los  ensayos  de  vacunación  presentan  valores  de  neutrófilos 
inferiores  a  los  valores  normales  en  ratón,  y  a  los  animales  control  de  infección,  tanto  los 
inmunizados con la fórmula vacunal, como los que recibieron solo los adyuvantes, demostrando 
que  en  todos  los  casos  la  inmunización  y  reto  tuvieron  efectos  inmunomoduladores  sobre  la 
leucopoyesis. Esto ha sido ya descrito para algunas infecciones bacterianas, trastornos alérgicos, 







Tabla  15.‐  Recuento  leucocitario  (%)  obtenido  mediante  citometría  de  flujo  en  los 
ensayos  de  vacunación  con  FV‐CMC  y  FV‐PLU.  Grupos:  INF:  control 
infección, Ady‐R: adyuvantes y  reto y FV‐R:  fórmula vacunal  con PP2Ar y 
reto. 
  Neutrófilos  Linfocitos  Eosinófilos  “Otros” 
Valores referencia  57‐67 %  25‐33 %  1‐3 %  0‐7 % 
INF  47,3  41,5  3,4  7,9 
 
CMC 
Ady‐R  26,4  67,3  1,5  4,8 
FV‐R  29,0  65,8  1,6  6,6 
 
PLU 
Ady‐R  41,9  53,7  1,5  3,0 
FV‐R  28,6  67,4  0,6  3,7 
 
Por  el  contrario,  los  animales  de  todos  los  grupos  experimentales  presentan  niveles 
elevados de  linfocitos,  superando  al  valor  de  referencia  y  con  valores  para  los  inmunizados  y 
retados mayores que los de los infectados.   
  En  el  caso  de  los  eosinófilos,  aunque  cabría  esperar  un  aumento  en  sangre  periférica 
asociado a la infección con nematodos, los valores se encuentran dentro de la normalidad para 
los animales inmunizados en todas sus variantes, aunque están por debajo del grupo control de 
infección  que  supera mínimamente  el  de  referencia.  Lo mismo  ocurre  con  el  grupo  de  otras 
células  blancas  sanguíneas,  donde  los  animales  inmunizados  previamente  a  la  infección 
presentan  valores  inferiores  al  grupo  control  INF,  aunque  dentro  de  los  valores  normales,  a 
excepción del grupo FV‐CMC‐R. 
En resumen, aunque con ambas fórmulas, FV‐CMC y FV‐PLU, se consiguió un porcentaje 
de  infección  reducido,  a  nivel  sanguíneo  las  alteraciones  leucocitarias  detectadas  son  muy 
similares  entre  grupos  y  subgrupos  de  animales  inmunizados  e  infectados  y  siguen  el  patrón 
clásico de infección: bajo porcentaje de neutrófilos y alto de linfocitos y sin llegar a demostrarse 
eosinofília, que  solo es apreciable en  casos de  infección  sin previa  intervención. Sin embargo, 
para  los  animales  inmunizados  con  FV‐PLU  la  presencia  del  antígeno  PP2Ar  intensifica  las 
alteraciones descritas para neutrófilos y eosinófilos. 
Estos resultados podrían explicarse teniendo en cuenta el tiempo al que se sacrificaron 
los  animales  tras  la  infección,  que  fue  de  20  días  tras  el  reto.  Probablemente  los  animales 
retados se infectaron, pero la expulsión fue rápida a causa de la inmunización previa, y aunque 
el  número  de  vermes  recuperado  fue  bajo,  es  posible  que  los  valores  sanguíneos  aún  no  se 
hubieran normalizado. La falta de eosinofília podría ser también debido a este motivo ya que, la 







4.3.2.    Análisis  de  la  respuesta  humoral  en  los  ensayos  de  vacunación.  Isotipos  y  cinética  de 
producción. 
 
Para  investigar  el  efecto  de  la  inmunización  modulando  la  respuesta  inmune  del 
hospedador  ante  la  infección,  se  analizó  la  respuesta  de  anticuerpos  generados  por  la 










y  FV‐PLU‐R),  su  control  de  adyuvantes  (Ady‐R)  y  el  control  de  infección  (INF),  y  un  grupo  de 
animales sin  intervención (C). Los tiempos a  los que se tomó muestra sanguínea fueron: antes 
de cualquier  tratamiento (t=0), a  los 10 y 20 días tras  la  inmunización (d.p.i.), a  los 10 días de 
infección experimental o reto (10 d.p.r) y a los 20 días post‐reto (20 d.p.r.) coincidiendo con el 
sacrificio. 
Se  analizaron  los  niveles  de  IgM,  IgG,  IgA  e  IgE  en  sueros  de  animales  inmunizados 
(PP2Ar  junto  con  CMC  y  paredes  bacterianas)  y  retados,  comparándolos  con  los 
correspondientes  controles.  Los  niveles  de  IgA  e  IgE,  no  experimentaron  ninguna  diferencia 




y  Ady‐R),  se  puede  observar  como  los  animales  inmunizados  con  FV‐CMC  y  posteriormente 
retados  tienen  valores  todavía  mayores  de  esta  inmunoglobulina.  En  este  grupo  la 
concentración  de  IgM  aumenta  significativamente  a  los  20  días  tras  la  inmunización  y  tras  la 
infección, con diferencia significativa respecto a sus grupos controles C, INF y Ady‐R. Los valores 
séricos  de  IgM  en  el  grupo  al  que  se  le  ha  administrado  únicamente  carboximetilcelulosa  y 
paredes  bacterianas  (Ady‐R),  se mantienen  cercanos  a  los  valores  del  grupo  control  hasta  el 
reto, donde se ve un aumento progresivo muy similar al infectado, por lo que la respuesta más 
marcada  detectada  en  el  grupo  que  recibió  la  fórmula  vacunal  más  aumentada  parece 
relacionarse con la presencia de PP2Ar. 
Al  analizar  los  niveles  séricos  de  IgG  tras  el  ensayo  de  vacunación  con  FV‐CMC‐R,  se 
observa en comparación con IgM un incremento ligero con la  inmunización que es potenciado 
















FV‐CMC‐R  conteniendo  la  proteína  PP2Ar  y  retado  (n=10/grupo).  Los  anticuerpos 
secundarios  se diluyeron 1/4.000.  (*) Diferencia  significativa  con  respecto C;  (+) diferencia 
significativa respecto INF; (^) diferencia significativa respecto Ady‐R (p˂0,05). 
Estos  resultados  sugieren  que  la  inmunización  con  FV‐CMC,  conteniendo  al  péptido 
PP2Ar, ha potenciado la respuesta humoral frente a la  infección elevando los niveles de IgM e 


















analizó  mediante  ELISA  indirecto,  utilizando  3µg  de  extracto  total  de  A.  tetraptera  y  usando 
mezclas de  suero diluidas 1/200 procedente de animales  control  (C),  ratones  infectados  (INF), 
control de adyuvantes retado (Ady‐R) y grupo inmunizado con FV‐PLU conteniendo la proteína 
rPP2A y  retado  (n=10/grupo).  Los anticuerpos secundarios  se diluyeron 1/4.000.  (*) Diferencia 




aumentan  progresivamente,  aunque  la  inmunización  con  PP2Ar  produce  un  aumento  más 




INF  a  los  20  d.p.r.  La  administración  del  adyuvante  no  provocó  ningún  cambio  remarcable  al 
provocado por la infección.  
Los niveles de IgG siguen una cinética diferente a la descrita para la IgM. En este caso el 
aumento  es  progresivo  y  más  marcado  para  el  caso  de  la  inmunización  con  el  adyuvante 
(Plurónic y paredes bacterianas). En este caso, y a diferencia de  lo que ocurría con  la  fórmula 
anterior, tanto con la fórmula FV‐PLU como con su control de adyuvantes Ady‐R, los niveles de 
IgG detectados fueron significativamente mayores respecto al grupo INF. En este caso, tanto el 
adyuvante  como  la  fórmula  vacunal  con  PP2Ar  potencian  el  aumento  en  los  niveles  de  IgG, 










reto  (20  d.p.r).  Se  analizaron  los  niveles  de  IgA  secretora  (IgAs),  IgG  e  IgE  mediante  ELISA 
indirecto frente a extracto total de A. tetraptera.  
 
Figura 43.‐   Variación de  la  respuesta de  IgAs en mucosa  intestinal en ratones  ICR  inducida por  la 
infección  con  A.  tetraptera  tras  la  inmunización  con  FV‐CMC  y  FV‐PLU.  La 
concentración  de  los  anticuerpos  IgAs  fue  determinada  mediante  ELISA  indirecto 
frente  a  extracto  total  de A.  tetraptera  usando mezclas  de mucosas  procedente  de 
animales control (C), ratones infectados (INF), control de adyuvantes retado (Ady‐R) y 









se  encontraron  significativamente  elevados  como  consecuencia  de  la  infección  (grupo  INF) 
respecto a  los animales  control  (C).  En el  caso de  los animales  inmunizados  con FV‐CMC este 




En  cuanto  a  los  ensayos  con  la  fórmula  que  contiene  Plurónic,  ambos  grupos 
inmunizados  sin  y  con  PP2Ar  (Ady‐R  y  FV‐PLU‐R)  presentan  valores  que,  aunque  ligeramente 
aumentados respecto al grupo control de forma significativa, están por debajo de los niveles de 
IgAs detectados en el grupo control de la infección (INF) y son mucho menores que en el grupo 
experimental  FV‐CMC‐R.  Con esta  fórmula  vacunal,  parece  ser  que  la  inclusión de  la  proteína 







hipercontractilidad  intestinal, mastocitosis…,  la producción e  IgAs específica anti‐Aspiculuris  se 
postula  como  de  mayor  relevancia  ya  que  tras  la  neutralización  de  los  nematodos  por  los 
anticuerpos  secretados  aumenta  su  susceptibilidad  a  la  expulsión  provocada  por  el  resto  de 
fenómenos inmunitarios locales. Por ello, y dado que sólo con FV‐CMC parece verse claramente 
este  fenómeno  de  protección  específica  frente  a  A.  tetraptera  en  asociación  a  la  PP2Ar  se 
selecciona  a  esta  fórmula  vacunal  como  la  mejor  candidata  para  continuar  con  el  análisis  y 
desarrollo de una vacuna eficaz.  
 




parásito,  realizamos  un  Western‐blot  e  inmunodetección,  utilizando  extracto  total  de  A. 
tetraptera,  para  investigar  qué  bandas  inmunogénicas  eran  reconocidas  por  los  anticuerpos 
detectados en suero y mucosa de  los ratones sometidos a  los ensayos de  inmunización con  la 
fórmula FV‐CMC, conteniendo los adyuvantes CMC y paredes bacterianas y el antígeno PP2Ar. 
En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos a lo largo del ensayo de vacunación 








Figura  44.‐  Las  IgGs  del  suero  de  animales  inmunizados  con  FV‐CMC  y  retados  reconocen 
específicamente  proteínas  del  extracto  total  de  A.  tetratera.  40g  de  extracto  total  de 
parásito fueron cargados en un gel SDS‐PAGE (10%). Tras la transferencia, las membranas 
se tiñeron con Ponceau para el control de carga, y se incubaron con una mezcla de sueros 




No  se  visualiza  ninguna  banda  específica  tras  la  incubación  con  suero  de  ratones  no 
retados.  Por  tanto,  la  inmunización  con  PP2Ar  no  produce  la  generación  de  IgGs  específicas 
contra  ninguna  proteína  del  parásito.  Sin  embargo,  una  banda  situada  entre  25  y  37kDa  es 
claramente visible como consecuencia de la incubación con suero de animales infectados con A. 
tetraptera,  tanto  en  el  grupo  control  de  la  infección  (INF)  como  en  el  grupo  inmunizado 
previamente  con  FV‐CMC.  La  intensidad de  la  señal  de  esta  banda  aumenta  progresivamente 
con  el  tiempo  de  infección,  y  es  más  intensa  en  el  grupo  inmunizado  que  en  el  grupo  no 
inmunizado previamente. Por tanto, aunque la inmunización por sí misma, no produce ninguna 





Con el mismo objetivo,  se  realizó un Western‐blot  e  inmunodetección para  analizar  si 
proteínas específicas del parásito eran  reconocidas por  las  IgAs de  la mucosa generadas en el 
grupo experimental FV‐CMC. Los resultados se compararon con los controles C e INF, siguiendo 






Figura  45.‐  La  IgAs  en  la  mucosa  de  animales  inmunizados  con  FV‐CMC  y  retados  reconocen 
específicamente proteínas del extracto total de A. tetratera. 40g de extracto total de 
parásito  fueron  cargados  en  un  gel  SDS‐PAGE  (10%).  Tras  la  transferencia,  las 
membranas se  tiñeron con Ponceau para el control de carga y se  incubaron con una 
mezcla  de  mucosas  (diluidas  1/100)  de  ratones  de  los  grupos  control  (C  y  INF), 
infectados y del grupo de  ratones  infectados y vacunados  tras el  sacrificio  (20 d.p.r). 
Como anticuerpo secundario se utilizó anti‐IgA (GAM) diluido 1/20.000.  
 
En  este  caso  las  IgAs  de mucosa  parecen  reconocer  una  serie  de  bandas  de  distintos 
pesos moleculares que son reconocidas en los animales no inmunizados pero que dan una señal 







Para  el  estudio  de  los  cambios  producidos  en  el  colon  como  consecuencia  de  la 
inmunización con la fórmula FV‐CMC previa a  la  infección con A. tetraptera se  llevaron a cabo 
diferentes  tinciones  de  cortes  semifinos  de  colon  y  se  analizaron mediante microscopía.  Para 
ello, y tal como se ha descrito en Material y Métodos, se tomaron muestras del primer tercio del 
colon de los animales y se obtuvieron cortes histológicos de 4m. Los análisis de las variaciones 
histológicas  asociadas  a  los  ensayos  de  vacunación  se  realizaron  empleando  la  tinción 
combinada con hematoxilina‐eosina (HE) y la tinción PAS‐hematoxilina.  
El análisis comparado entre grupos se llevó a cabo con animales control (C), infectados 







de  analizar  la  integridad  de  la  superficie  de  los  pliegues  y  el  tamaño  de  los  mismos,  se  ha 
comparado  entre  grupos  los  siguientes  rasgos:  (a)  tamaño  de  las  células  caliciformes  o 
productoras de moco y; (b) cantidad de linfocitos intraepiteliales. 







inmunizado  y  no  retado  (FV‐CMC)  la  inmunización  con  PP2Ar  y  adyuvantes  ha  provocado  un 
cierto  aumento  de  la  producción  de moco,  pero  en menor  grado  que  el  que  acompaña  a  la 
infección. 
 
Figura  46.‐  Corte  histológico  de  colón  proximal  de  animales:  control  (C),  infectado 
(INF),  inmunizado  (FV‐CMC)  e  inmunizado  y  retado  (FV‐CMC‐R)  teñidos 






También  se  puede  observar  el  mismo  tipo  de  comportamiento  en  relación  a  los 
linfocitos  intraepiteliales  (b),  aunque  en  este  caso,  los  animales  que  muestran  una  mayor 
linfocitosis  son  los  inmunizados  y  posteriormente  retados  (FV‐CMC‐R).  Parece  ser  que  la 
inmunización  intranasal  ha  potenciado  la  respuesta  de  mucosa  frente  a  la  infección,  y  la 
activación  y  proliferación  de  células  caliciformes  y  linfocitos  intraepiteliales  pueden  ser 
responsables  de  la  puesta  en  marcha  de  los  mecanismos  inespecíficos  (aumento  de  la 
producción  de  moco  soluble)  y  específicos  (secreción  de  IgAs  anti‐A.  tetraptera)  que  han 
conferido protección frente a la infección. 
Para un análisis más detallado de los cortes histológicos tras el ensayo de vacunación se 
empleó la tinción PAS‐hematoxilina,  que  tiñe de color morado intenso  la parte glucídica  de  las 
glicoproteínas,  las  mucinas  del  moco  que  recubre  el  epitelio  intestinal  y  las  del  interior  de 
las  células  caliciformes de la mucosa del  intestino (Figura 47).  
 
Figura  47.‐  Corte  histológico  de  colón  proximal  de  animales:  control  (C),  infectado  (INF), 
inmunizado  (FV‐CMC)  e  inmunizado  y  retado  (FV‐CMC‐R)  teñidos  con  PAS‐
hematoxilina  para  el  marcaje  de  polisacáridos  asociados  a  glicoproteínas  y 
mucinas. Aumento empleado 20X. 
Al analizar de forma comparada el marcaje obtenido con la tinción se observa como en 





será  secretado  para  recubrir  la  superficie  epitelial  como  parte  de  la  barrera  natural  frente  a 
infecciones.    Y  como  ya  se  observaba  con  la  tinción HE  los  cortes  de  los  animales  infectados 








La  inmunohistoquímica  permite  mediante  marcaje  específico  con  anticuerpos 
fluorescentes analizar la expresión de moléculas concretas en un tejido mediante el empleo de 
microscopía  confocal.  Las  quimioquinas  son  producidas  por  diversas  células  del  sistema 
inmunitario  y otros  tipos  celulares  y  tienen  la  función de  crear  gradientes quimiotácticos que 




Las  quimioquinas  analizadas  por  su  participación  en  reacciones  inmunitarias  e 
inflamatorias  fueron:  CCL2  (MCP‐1),  CCL17  (TARC),  GRO  1  (CXCL1),  CXCL15  (Lungkine)  e  IL8 
(CXCL8). Como aparece  resumido en  la  tabla 9,  la CCL2 está  implicada en el  reclutamiento de 
monocitos,  linfocitos  T,  basófilos  y mastocitos  a  los  focos  inflamatorios;  la  IL‐8  de  naturaleza 
proinflamatoria  es  un  potente  factor  quimiotáctico  de  neutrófilos,  regula  la  producción  de 
proteínas  de  adhesión  y  la  formación  de  lípidos  bioactivos;  CCL17  induce  la  quimiotaxis  de 
células T; GRO 1 tiene actividad quimioatrayente de neutrófilos y CXCL15 es una citoquina que 


















DIANA  REGIÓN  C  INF  FV‐CMC  FV‐CMC‐R 
CCL2 
Punta   +  ‐  ‐  +++ 
Túnica  ‐  ‐  ++  +++ 
Lámina propia  ‐  ‐  ‐  + 
Criptas  ‐  ‐  +++  +++ 
CCL17 
Punta   ‐  ‐  +  ++ + 
Túnica  ‐  ‐  ++  ++ 
Lámina propia  ‐  ‐  +  + 
Criptas  ‐  ‐  ++  +++ 
GRO 1 
Punta   ‐  ‐  ‐  + 
Túnica  ‐  +  ‐  ‐ 
Lámina propia  ‐  +  +  ‐ 
Criptas  ‐  +  ‐  + 
CXCL15 
Punta   +  ++  +  ++ 
Túnica  ‐  ‐  ++  ++ 
Lámina propia  +  ++  +  +++ 
Criptas  ‐  ++  +  +++ 
IL‐8 
Punta   ‐  ‐  ‐  + 
Túnica  ‐  ‐  ‐  + 
Lámina propia  ‐  ‐  +  + 
Criptas  ‐  ‐  +  + 
 
La inmunización con FV‐CMC conteniendo PP2Ar, promueve diferencias en la expresión 
de  las quimioquinas, estimulándose además de  la CXCL15,  la expresión de otras quimioquinas 
como son la CCL2 y la CCL17 con efecto atrayente de monocitos y linfocitos T, respectivamente. 
Además,  también  se  detecta  la  presencia  de  la  IL‐8  proinflamatoria  y  atrayentes  de  varios 
grupos  celulares  como neutrófilos, basófilos  y  linfocitos.  La  infección  con A.  tetraptera  tras  la 
inmunización (grupo FV‐CMC‐R) presenta un perfil de expresión similar al grupo de inmunizados, 
pero en este caso la expresión de quimioquinas es mucho más marcada, lo que demuestra una 












R). El color azul corresponde a  los núcleos celulares  teñidos con DAPI.  (a) 




La  quimioquina  CCL2  puede  ser  producida  por  múltiples  tipos  celulares  incluyendo 
macrófagos,  linfocitos,  mastocitos  incluso  células  endoteliales,  fibroblastos…  En  la  punta  del 
pliegue predominan los enterocitos y células caliciformes, en la túnica muscularis podrían estar 

































cuantitativa  a  tiempo  real  (RT‐qPCR)  la  expresión  de  citoquinas  en  los  principales  tejidos 
inmunoactivos:  bazo,  nódulo  linfático  mesentérico  (NLM)  y  Placas  de  Peyer  (PP),  utilizando 
muestras  procedentes  de  animales  control  (C),  infectados  experimentalmente  (INF), 
inmunizados  con  la  fórmula  (FV‐CMC),  e  inmunizados y  retados  (FV‐CMC‐R),  obtenidas  tras el 
sacrifico de los animales.  
Se  analizó  un  espectro  amplio  de  citoquinas  asociadas  a  varias  posibles  vías  de 








En  bazo  solo  se  muestran  los  niveles  de  aquellas  citoquinas  cuya  expresión  varia 
significativamente en el grupo inmunizado y retado con la fórmula FV‐CMC‐R (Figura 50). Para el 
resto  de  citoquinas  ensayadas  no  se  observaron  diferencias  entre  grupos  por  lo  que  no  se 
representan.  
En  general  la  inmunización  (grupo  FV‐CMC)  provocó  unos  niveles  de  citoquinas  muy 





de  expresión  (mRNA)  respecto  a  los  animales  control  y  normalizado  con  ‐actina.  Las  barras 
verticales muestran  la  desviación  estándar.  Control  (C),  infectado  (INF),  inmunizado  (FV‐CMC)  e 














En  el  NLM,  asociado  al  intestino,  se  han  representado  los  resultados  para  aquellas 
citoquinas  en  las  se  ha  demostrado  un  cambio  en  los  niveles  de  expresión  en  alguno  de  los 





con  ‐actina.  Las  barras  verticales  muestran  la  desviación  estándar.  Control  (C),  infectado 
(INF), inmunizado (FV‐CMC) e inmunizado y retado (FV‐CMC‐R). (*) Diferencia significativa con 
respecto  C,  (+)  diferencia  significativa  respecto  INF,  (^)  diferencia  significativa  respecto  FV‐
CMC (p˂0,05). 
 
El  análisis  de  citoquinas  en  nódulo  linfático  mesentérico  no  ha  aportado  mucha 
información ya que solo se ha detectado una expresión diferencial entre grupos analizados, para 
las citoquinas TGF‐β e IL‐12. Ambas citoquinas están aumentadas en el caso de los animales INF 
(infectados  pero  no  inmunizados)  respecto  al  control.  La  inmunización  con  FV‐CM  también 
produce un aumento  significativo  respecto al  grupo control  y muy  similar  al producido por  la 
infección  en  el  caso  de  la  IL‐12.  Al  analizar  el  grupo  inmunizado  y  retado  (FV‐CMC‐R) 
observamos  un  ligero  aumento  de  expresión  de  TGF‐β  respecto  a  los  animales  control,  pero 
disminuido  frente  al  grupo  INF.    En  el  caso  de  la  IL‐12,  los  niveles  de  expresión  no  cambian 
significativamente  respecto al  control,  pero  se encuentran disminuidos  respecto a  los  ratones 
que  han  sido  solo  infectados  o  inmunizados.  Estos  resultados  sugieren  que  la  inmunización 
produce un aumento de la expresión de estas citoquinas que parece suprimir o anular el efecto 





Como se ha  comentado anteriormente,  las placas de Peyer  (PP)  constituyen un  tejido 
linfoide  implicado en una  respuesta más  local  y  se  encuentran en  la  submucosa  intestinal. Al 








Figura  52.‐  Perfil  de  citoquinas  en  placas  de  Peyer  de  ratón  tras  la  infección  por  A.  tetraptera. 
Cantidades  relativas  (RQ)  de  expresión  (mRNA)  respecto  a  los  animales  control  y 
normalizado con ‐actina.  Las barras verticales muestran  la desviación estándar. Control 
(C),  infectado  (INF),  inmunizado  (FV‐CMC)  e  inmunizado  y  retado  (FV‐CMC‐R).  (*) 







Los  animales  infectados  y  que  habían  sido  previamente  inmunizados  (FV‐CMC‐R) 
mostraron un aumento en  la  expresión de  las  3  citoquinas,  TGF‐β,  IL‐23 e  IL‐17.  En  todos  los 












































El  establecimiento  de  un modelo  experimental  de  infección  por  nematodos  en  ratón 
tiene una alta aplicabilidad para el estudio de las interacciones parásito‐hospedador, desarrollo 
de  nuevos  fármacos  antihelmínticos,  y  todos  aquellos  estudios  de  laboratorio  que  puedan 
extrapolarse a otros hospedadores.  
Las  helmintiasis  afectan  a  más  de  mil  quinientos  millones  de  personas  en  todo  el 
mundo,  causando  una  gran  morbilidad  y  asociándose  a  importantes  tasas  de  discapacidad 
(Shuford  et  al.,  2016).  La  morbilidad  depende  de  la  carga  parasitaria  o  número  de  vermes 
albergados,  las personas con  infecciones de baja  intensidad no suelen presentar síntomas. Las 
infecciones  más  intensas  pueden  causar  diversos  síntomas,  entre  ellos  manifestaciones 
intestinales  (diarrea  y  dolor  abdominal),  desnutrición, malestar  general  y  debilidad,  así  como 
retraso del crecimiento y del desarrollo intelectual (OMS, 2018). 
Las  helmintiasis  transmitidas  por  el  suelo  están  ampliamente  distribuidas  en  zonas 
tropicales y subtropicales, especialmente en África subsahariana, América, China y Asia oriental. 
Más de 267 millones de niños en edad preescolar, y más de 568 millones en edad escolar, viven 






clínico  más  común  en  ganadería  cursa  con  problemas  gastrointestinales  que  derivan  en  una 
pérdida  de  peso,  un  retraso  en  el  crecimiento  y  una  menor  capacidad  reproductora 
(Caracostangolo  et  al.,  2012).  El  hacinamiento  de  animales,  el  uso  excesivo  de  tratamiento 
farmacológico  sin  control  y  la  alimentación  insuficiente  son  condiciones  que  permiten  una 





El papel del  sistema  inmunitario en  la expulsión o establecimiento de  los parásitos no 
está  establecido  completamente  y  este  hecho,  junto  con  la  variedad  de  ciclos  biológicos  y 
hábitats  de  parasitación  de  los  helmintos,  dificulta  el  desarrollo  de  terapias  antiparasitarias 
eficaces,  dejando abiertas muchas  incógnitas  aún por  resolver  en  cuanto a  la prevención  y  el 
tratamiento  de  las  nematodosis.  Por  tanto,  establecer  las  condiciones  óptimas  para 
experimentar con un modelo como el que proponemos, supone una oportunidad para estudios 
biológicos,  inmunológicos y  terapéuticos en general. Muchos de  los helmintos más  frecuentes 
son  difíciles  de  estudiar  en  el  laboratorio,  ya  que  han  evolucionado  conjuntamente  con  sus 
hospedadores y se han adaptado estrechamente a ellos (Reynolds et al., 2016). Por tanto, una 




después  tratar de  extrapolar  los  resultados  a otros nematodos  intestinales patógenos  y otros 
hospedadores.  
En nuestro  estudio  se  ha propuesto el modelo A.  tetraptera en  ratón,  parásito de  los 
múridos  con  un  ciclo  biológico  directo,  por  lo  que  la  infección  experimental  puede  ser,  en 
principio, sencilla al tratarse de la especie hospedadora habitual o normal (Derothe et al., 1997). 
Según nuestros resultados las condiciones de infección más eficaces fueron aquellas en las que 
utilizamos  una  dosis  infectante  de  dos  hembras.  Aunque  la  infección  con  ambas  dosis 
ensayadas,  dos  y  cuatro  hembras,  se  dio  con  éxito  (73%  y  100%),  la media  y  tasa  de  vermes 
recuperados  tras el  sacrificio  fue superior con  la dosis de dos hembras. Por este hecho, y por 
simplificar la obtención de hembras suficientes para la infección experimental, se seleccionó la 
infección con dos hembras como la idónea.  
En  otros  ensayos  de  infección  con  nematodos  en  ratón  como  en  el  caso  de  Trichuris 
muris,  el  tanto  por  ciento  de  infección  varía  según  la  cepa  de  ratón,  la  dosis  infectante  y  las 
veces  que  se  repite  la  infección  (Bancroft et  al.,  2001);  por  ello,  establecer  la  especie  y  cepa 
hospedadora,  la  dosis  infectante  y  la  pauta  de  infección  fue  el  primero  de  los  objetivos  del 
estudio.  En  el  caso  de  Heligmosomoides  polygyrus  una  sola  dosis  infectantes  con  larvas  L3 
obtuvo valores de infección similares a los nuestros con una tasa de éxito del 86% (Kristan et al., 
2004).  Por  otra  parte,  la  infección  con  huevos  lleva  asociada  la  problemática  de  su  alta 
volubilidad,  por  lo  que  es  difícil  trabajar  con  ellos  ya  que  afecta  al  éxito  de  la  infección 
experimental. Por ejemplo, una  infección con 30.000 huevos por animal de Ascaris  suum sólo 
infectó con 3,5 adultos por hospedador (Jungersen et al., 1999)  
En  cuanto  al  tiempo  que  debía  mantenerse  la  infección  en  los  animales  con  A. 
tetraptera, tras analizar los resultados después de sacrificar a los 30 y 60 días, se seleccionó un 
tiempo  de  infección máximo  de  30  días  para  evitar  los  problemas  de  autoinfección  exógena 
como consecuencia de  la maduración de  los huevos en el  lecho de  la  jaula de estabulación y 
reinfección  tras  cumplirse  el  periodo  prepatente.  En  los  animales  que  estuvieron  dos  meses 
infectados,  aun  estando  estabulados  en  P2  y  limpiándose  la  jaula  exhaustivamente  cada  dos 
días, se observó la presencia de estadios larvarios acompañando a los adultos, fruto de nuevas 
infecciones  secundarias  tras  la  infección  experimental  primaria,  con  lo  que  se  modificaba  la 
dosis  infectante de forma natural. El ciclo biológico de A.  tetraptera se completa rápidamente 




caso del modelo  experimental T. muris  y  ratón  (Balb/c),  el  periodo prepatente  del  nematodo 
para que  se  complete  su evolución hasta adultos y pueda detectarse  la  infección es de 30‐32 
días (Klementowicz et al., 2012), por lo que ensayos que excedan los 30 días están sometidos a 
la  posible  variación  de  la  carga  parasitaria  por  autoinfección  durante  el  estabulado  de  los 
animales.  
El análisis de  las variaciones en el  recuento  leucocitario en sangre periférica asociadas 





linfocitos  (linfocitosis).  Asimismo,  se  observó  una  ligera  eosinofília,  rasgo  muy  común  de  las 
respuestas  inmunitarias  frente  a  helmintos.  Estas  alteraciones  en  los  niveles  de  leucocitos, 




con  la  respuesta  inmunitaria provocada por  los productos de excreción/secreción del parásito 
(Mir  et  al.,  2007).  Se  ha  descrito  que  glicoproteínas  presentes  en  productos  de 








eosinófilos  contienen  en  sus  gránulos  la  Proteasa  Básica  Principal  (PBP),  enzima  que  ataca  la 
superficie  de  los  helmintos  de  forma  efectiva  cuando  los  eosinófilos  desgranulan  sobre  los 
parásitos  dirigidos  por  las  IgE  específicas  (Sawant  et  al.,  2015;  Pitchord  et  al.,  2017).  La 
liberación  de  dichas  proteasas  altera  la  homeostasis  del  intestino  aumentando  la  motilidad 
intestinal  del  hospedador  induciendo  la  expulsión  de  los  nematodos  (Gómez‐Samblas  et  al., 
2018).  La  eosinofília  se  ha  relacionado  con  un  estado  de  protección  frente  a  helmintiasis  en 









En  los estudios  realizados por Sotillo et al.  (2007) en el modelo Echinostoma caproni‐ratón se 
observó  que  inicialmente  aumentaba  la  IgM  siendo  necesarias  6  semanas  de  infección  para 





de  las  inmunoglobulinas  IgA,  IgG e  IgE respecto a  los animales control. El aumento de  las  IgAs 
específicas secretadas al  lumen intestinal es consecuencia de la respuesta  inflamatoria,  lo cual 
ejercerá  un  efecto  neutralizante  sobre  el  helminto,  impidiendo  la  adhesión  a  la  superficie 
intestinal y el establecimiento de la infección como parte de los mecanismos promotores de la 
expulsión de los mismos. Los niveles de IgE incrementados a nivel local podrían relacionarse con 




inflamación  local  mediada  por  aminas  vasoactivas  (prostanglandinas  y  leucotrienos), 
quimioquinas,  citoquinas  y  anafilotoxinas,  siendo  algunas  de  ellas,  sustancias  tóxicas  para  los 
nematodos (Murray et al., 2009). El aumento de la IgG detectado en mucosa podría deberse a 
las IgG presentes en sangre periférica y, por tanto, en los capilares asociados a la mucosa. 





es  una  proteína  abundante  en  el  extracto  total  del  parásito,  postulándose  por  tanto  como 
marcador  de  infección.  En  un  estudio  previo  utilizando  sueros  procedentes  de  pacientes 
diagnosticados  de  angiostrongiloidosis  abdominal,  se  ha  descrito  que  este  suero  inmune  era 
capaz  de  reconocer  una  banda  de  proteínas  de  alrededor  de  30kDa  en  los  homogenados  del 
nematodo  Angiostrongylus  costaricensis  (Solano‐Parada  et  al.,  2010)  que  correspondía  a  la 
subunidad  catalítica  de  la  serina/treonina  proteína  fosfatasa  PP2Ac  nativa  (36kDa).    El  peso 
molecular de esta proteína coincide con el señalado para la banda inmunogénica de Aspiculuris 
y aunque  todavía no hemos  identificado  la  identidad de esta proteína, dado su alto grado de 








intensas.  Es  posible  que  las  proteínas  que  producen  la  estimulación  inflamatoria  para 
desencadenar  la  respuesta  de  IgA  en  mucosa  no  sean  detectables  a  las  concentraciones 
utilizadas para el ensayo de inmunodetección. 
En  otras  infecciones  por  nematodos,  se  identificó  como  crucial  el  papel  de  los 
anticuerpos  en  la  provisión  de  inmunidad  adquirida  frente  al  helminto  entérico H.  polygyrus 
(McCoy  et  al.,  2008).  Así mismo,  la  respuesta  humoral  promovida  por  el  nematodo  Syphacia 
muris resultó protectora frente a infecciones secundarias por Echinostoma caproni (Trelis et al., 
2013). También se observó una producción de anticuerpos con capacidad protectora frente a la 
infección  por  Strongyloides  stercoralis  después  de  varias  inmunizaciones  con  el  antígeno 
recombinante  Ss‐IR  (Abraham  et  al.,  2011).  En  el  caso  de  la  respuesta  humoral  frente  H. 
contortus, el aumento de la IgA se relaciona con la expulsión de los nematodos adultos (Pérez et 
al.,  2001;  Fakae  et  al.,  2004;  Yanming  et  al.,  2007).  En  las  infecciones  experimentales  con  T. 
muris  se correlacionó una rápida expulsión con una  IgG sérica elevada (Dixon et al., 2010). En 
otros  nematodos  como  H.  polygyrus  se  ha  visto  como  el  aumento  de  IgG  tiene  una  gran 
importancia en la eliminación de los parásitos, en cambio no hubo resultados determinantes con 
IgE  o  IgA  (Reynolds  et  al.,  2016).  De  lo  que  parece  desprenderse  el  incierto  papel  de  las 





Al  analizar  las  variaciones  histológicas  en  cortes  de  colon  proximal  asociadas  a  la 
infección,  no  se  observaron  daños  en  la  superficie  del  epitelio  intestinal  ni  afectación  de  la 
arquitectura  general  de  la  mucosa.  Sin  embargo,  a  nivel  celular,  en  los  pliegues  y  criptas 
intestinales,  sí  se demostró una hipertrofia de  las  células  caliciformes productoras de moco y 
linfocitosis,  que  son  adaptaciones  fisiológicas  conocidas  de  la  inmunidad  adaptativa  como 
mecanismo de defensa frente a nematodos intestinales. El aumento de la producción de moco 





de  la  contractilidad  intestinal,  por  aumento  de  acetilcolina  y  de  la  permeabilidad  por 
disminución de  la  síntesis  de Claudina‐2,  proteínas de  la  zona de oclusión o  “unión estrecha” 
entre las células epiteliales (Gómez‐Samblas et al., 2018).    
Las  citoquinas  desempeñan  un  papel  crucial  en  la  coordinación  de  la  respuesta 
inmunitaria  frente  a  los  helmintos  intestinales  en  términos  de  inmunidad  protectora  e 
inmunopatología. Por un lado, las quimioquinas son producidas por diversas células del sistema 
inmunitario  y  otros  tipos  celulares  y  tienen  la  función  de  crear  gradientes  de  atracción  para 
promover el desplazamiento de otras células hacia  tejidos en situación de estrés  infectados o 
dañados.  En  este  sentido,  en  el  caso  de  la  infección  por  A.  tetraptera,  mediante 
inmunohistoquímica,  se  ha  podido  constatar  una  sobreproducción  a  nivel  de  colon  de  la 
citoquina CXCL15,  la cual  se describió originalmente como una citoquina que se expresaba en 
mucosa de pulmón y capaz de atraer  los neutrófilos en procesos  inflamatorios (Schmidt et al., 
2007).  En mucosa  gastrointestinal,  se  la  relaciona  con  la misma  función  estando  presente  en 
estómago,  intestino  delgado  y  en  menor  intensidad  en  ciego.  Además,  junto  con  la  CXCL15 
también  se  encontró  GRO  1  atrayente  de  neutrófilos  y  macrófagos.  Nuestros  resultados 
sugieren que,  aunque  la  presencia  del  nematodo  no produce  un daño macroscópico  sobre  la 
mucosa,  si que  se asocia  con  la puesta en marcha de un proceso  inflamatorio y  liberación de 
quimioquinas creando gradientes quimiotácticos de atracción de neutrófilos y macrófagos a  la 
zona de infección como mecanismo de defensa (Kolls et al., 2004; Disteldorf et al., 2015).  
El  paso  inicial  en  la  respuesta  adaptativa  a  la  infección  lo  dirigen  las  células 
presentadoras de antígenos (APC), que toman, procesan y presentan los antígenos a las células T 
cooperadoras (Th). La mayoría de estudios apuntan al nódulo linfático mesentérico como el sitio 
inicial  de  presentación  antigénica  a  las  células  T  tras  la  llegada  de  los  antígenos  luminales  a 
través  de  la  circulación  (Bouvet  et  al.,  2002)  o  mediante  la  migración  de  células  dendríticas 
captadoras de antígeno desde el epitelio (Kripke et al., 1990; Enioutina et al., 2000; Belyakov et 
al.,  2004).  Las  células  dendríticas  regulan  positivamente  la  expresión  de  los  ligandos  de 
superficie  y de  los mediadores  solubles que activan a  las  células T específicas a  través de  sus 
receptores  co‐estimuladores  y  de  citoquinas.  Esta  interacción  puede  dirigir  la  naturaleza 
cualitativa de  la  respuesta hacia un modo activador  en  varios  sentidos:  Th1,  Th2,  Th9 o  Th17 








una  cascada  inflamatoria  y  con  ella  la  respuesta  defensiva  (Gerbe  et  al.,  2016;  Howitt  et  al., 
2016;  von  Moltke  et  al.,  2016).  La  respuesta  tipo  Th2  es  la  que  caracteriza  a  la  inmunidad 
adaptativa  en  la  infección  por  helmintos,  siendo  ésta  la  que  se  acompaña  de  respuesta  de 
anticuerpos y cambios físicos en la barrera intestinal para promover la expulsión y favorecer la 
posterior reparación mediada por la activación de los Th9 que cooperará de forma positiva con 
la  respuesta  Th2. Recientemente,  se ha descrito para  los nematodos T. muris  y A.  tetraptera, 
que  las  células  quimiosensiorales  intestinales,  denominadas  células  Tuft,  se  expanden  y  son 
primordiales para estimular la producción de IL‐25 y con ello se activa la vía Th9 que modula la 
respuesta  Th2  (Gómez‐Samblas  et  al.,  2017,  2018).  La  respuesta  Th9  protege  al  aumentar  la 
hiperplasia de las células secretoras de moco y la contractilidad muscular en el intestino.  
El  perfil  de  expresión  de  citoquinas  determinado  en  animales  infectados 
experimentalmente con A. tetraptera, nos ha mostrado un tipo de respuesta que no se asocia 
claramente  con  la  esperable  Th2.  Como  reflejo  de  la  respuesta  sistémica  que  acompaña  a  la 
infección intestinal se analizaron las citoquinas en bazo tras 20 días de infección, encontrándose 
una sobreexpresión de IL‐23 respecto a los controles, interleuquina considerada como un factor 





para controlar  la  infección y con ello  la  inflamación asociada para evitar mayores daños en el 
hospedador. 
En  los  tejidos  linfoides  secundarios  asociados  a  mucosa,  placas  de  Peyer  y  nódulos 
linfáticos mesentéricos, se aprecia la misma respuesta primaria con activación de los linfocitos 
Th17 productores entre otras de IL‐17 e IL‐21. Por otro lado, se ha detectado un aumento en la 
expresión de  IL‐25,  la cual es secretada en grandes cantidades por  las células  intestinales Tuft 
expuestas a los antígenos parasitarios. IL‐25 se ha descrito como una de las primeras citoquinas 




Harris  et  al.,  2011;  Oeser  et  al.,  2015;  Gómez‐Samblas,  2017,  2018;  Fonte  et  al.,  2018);  esta 
última IL‐9 se encontró sobreexpresada en placas de Peyer confirmando la activación local de la 
respuesta Th9.  
La  IL‐13  producida  por  la  Th2  y  detectada  en  bazo,  induce  un  gran  número  de 
fenómenos defensivos, entre ellos, aumentar el peristaltismo intestinal y la producción de moco 
al  provocar  la  expansión  de  las  células  caliciformes  y  las  células  Tuft  del  epitelio  intestinal 
afectado, creando una retroalimentación positiva respecto a la IL‐25 y a la vía Th9 que actuarán 







2016)  y  que  la  IL‐13  puede  aumentar  la  renovación  epitelial  en  la  infección  con  T.  muris 




por  la  IL‐9  (McSorley  et  al.,  2012)  y  no  directamente  por  la  IL‐13.  Como  hemos mencionado 
anteriormente,  la  IL‐9  aumenta  la  concentración  de  acetilcolina  y  bloquea  de  la  síntesis  de 
Claudina‐2, permitiendo  la  salida de agua a  la  luz  intestinal y el  aumento de  la permeabilidad 






En  estudio  anteriores  se  demostró  que  los  productos  de  excreción‐secreción  de H.  polygyrus 










tanto,  la  producción  de  citoquinas  a  nivel  de  órganos  y  tejidos  linfoides,  favorecerá  la 
mastocitosis,  la expansión de  los  linfocitos B  con producción de  IgA  secretora, aumento de  la 















estructural  de  la  superficie  de  las  mucosas,  la  complejidad  en  la  interacción  con  las  células 
inmunitarias  y  las  limitaciones  en  la metodología  experimental.  Sin  embargo,  la  vacunación  a 
través de mucosa y concretamente a nivel intranasal, es un modo atractivo de inmunización por 
razones  prácticas  tales  como:  la  facilidad  de  administración  en  el  caso  de  inmunizaciones 
masivas,  la alta vascularización de esta área,  la ausencia de acidez y una superficie de mucosa 
relativamente pequeña que permite que se administren dosis bajas de antígeno por lo que no es 
necesario una gran cantidad de éste  (Gebril et al.,  2012). Así mismo, en  la  cavidad nasal  y  su 
mucosa  existe  menos  actividad  proteolítica  que  en  la  luz  intestinal,  en  la  cual  las  proteínas 
antigénicas pueden degradarse y, por lo tanto, la inoculación intranasal de pequeñas cantidades 
de antígenos puede ser más efectiva, siendo capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria 
generalizada  en  la  mucosa  (Solano‐Parada  et  al.,  2010).  Además,  el  hecho  de  que  muchos 
agentes  patógenos  invaden  el  hospedador  atravesando  la  barrera  que  supone  la  mucosa 





En  nuestros  ensayos  se  probaron  dos  pautas  de  vacunación,  dos  inmunizaciones 
consecutivas  intranasales, y  la combinación de una primera  inmunización subcutánea con una 
intranasal. En el estudio de inmunización llevado a cabo por Fawzi et al. (2013) la inmunización 
vía subcutánea dio como resultado una respuesta de mucosa protectora en el abomaso frente a 
Ostertagia ostertagi, así  como en el  intestino delgado para el  caso de Cooperia oncophora,  lo 
que  sugiere  que  un  componente  celular  del  sistema  inmunitario  está  involucrado  en  la 
transferencia  de  la  respuesta  inmunitaria  del  sitio  de  inoculación  al  sitio  excretor  del  tracto 
gastrointestinal una vez los animales son retados a nivel intestinal. 
La  eficacia  de  una  vacuna  está  determinada  no  solo  por  vía  de  inoculación  sino 
principalmente por el tipo de antígeno y por el adyuvante. Por ello en esta Tesis se ha probado 
la  eficacia  del  péptido  recombinante  PP2A  como  antígeno,  administrado  en  cuatro 
formulaciones vacunales (FV), dependiendo del adyuvante utilizado. Las fórmulas más eficaces 
en  cuanto  a  protección,  en  función  de  la  vía  de  administración  y  de  la  formulación,  fueron 
aquellas  que  combinaron  al  antígeno  con  paredes  bacterianas  y  mucoadhesivos  (73%  de 
protección  para  la  fórmula  FV‐Carboximetilcelulosa  o  FV‐CMC,  y  80%  para  FV‐Plurónic  o  FV‐
PLU).  Probablemente  el  empleo  de  adhesivos  le  proporcionó  consistencia  a  la  vacuna 
permitiendo una presentación antigénica persistente al dificultar el aclaramiento mucociliar tras 
la inoculación, consiguiendo una absorción escalonada del antígeno.  
Los  adyuvantes  por  sí  mismos  (adhesivos  y  paredes  bacterianas)  sin  péptido 
recombinante,  empleados  como  control  de  las  formulaciones,  FV‐CMC  y  FV‐PLU, 




protección  entre  el  30%  y  el  40%,  respectivamente.  Las  paredes  bacterianas,  en  su  papel 
inmunoestimulante, por sí mismas pueden estimular una respuesta Th2 especialmente a través 
de mucosas, poniendo en marcha mecanismos inespecíficos que pueden haber sido eficaces en 
el  control  de  la  infección  (Barton  et  al.,  2002;  Gómez‐Samblas,  2017).  Por  tanto,  el  efecto 
adhesivo  de  los  adyuvantes  CMC  y  PLU,  unido  al  efecto  inmunoestimulante  de  las  paredes 
bacterianas,  contribuye  al  efecto  protector  de  la  vacuna  cuando  se  incluye  la  proteína 
recombinante PP2A, llegando a niveles elevados. 
Además  de  la  eficacia  de  las  formulaciones,  se  valoró  en  paralelo  la  seguridad  de  las 
mismas mediante el registro de daños y muertes en los animales de experimentación. La doble 
administración intranasal resultó segura en todos los casos, mientras que la administración de la 
vacuna  vía  subcutánea/intranasal  para  FV‐CMC  registró  daños  iniciales  y  alguna  muerte  en 
todos  los  grupos  experimentales.    Con  ello,  se  seleccionó  la  vía  intranasal/intranasal  como  la 
más segura y eficaz para los ensayos de inmunización con PP2Ar.  
Con  el  objetivo  de  estudiar  la  respuesta  inmunitaria  en  el  ratón  a  la  infección  tras  la 
inmunización, se analizaron los cambios a nivel de poblaciones leucocitarias en sangre periférica 




infectado  y  la  linfocitosis  se  ve  acentuada,  siguiendo  el  patrón  clásico  de  infección:  bajo 
porcentaje  de  neutrófilos  y  alto  de  linfocitos,  por  lo  que  la  inmunización  potenciaría  a  la 
respuesta generada en el ratón contra la infección.  
Los  datos  de  linfocitosis  en  sangre  periférica  podría  ser  el  resultado  de  una 
linfoproliferación asociada a la infección que se ve acentuada con la inmunización previa. En el 
caso de la inmunización y posterior infección con H. contortus, aunque se observó un aumento 
general  de  los  linfocitos  periféricos,  este  no  confirió  inmunoprotección,  ya  que  al  final  del 
estudio la tasa de infección resultó similar en todos los grupos, tanto el grupo control, como los 
controles internos con adyuvantes, como el grupo a estudio (García‐Coiradas et al., 2010). 
En  cuanto  a  los  niveles  de  eosinófilos,  ligeramente  aumentados  como  resultado de  la 
activación de la respuesta específica en sentido Th2, en los animales infectados, la inmunización 
previa  provoca  unos  valores  de  eosinófilos  inferiores  y  dentro  de  los  valores  normales  de 
referencia.  Es  sabido  que  la  mayoría  de  las  infecciones  por  helmintos  y  sus  productos  de 
excreción‐secreción  estimulan  la  eosinofília,  pero  también  hay  estudios  que  contradicen  esta 
idea,  ya  que  demuestran  que  ciertos  productos  de  ES  pueden  suprimir  directamente  las 
respuestas  de  eosinófilos,  por  ejemplo,  los  productos  de Necator  americanus  contienen  una 
proteasa  que  escinde  e  inactiva  la  quimioquina  Eotaxina  o  CCL11  producida  por  los  Th2, 
evitando  así  el  reclutamiento  de  eosinófilos  (Culley et  al.,  2000).  En  un modelo  de  ratón  con 







La  ausencia  de  signos  clínicos  y  variaciones  hematológicas  notables  podría  estar 
relacionada con el empleo de una dosis  infectante moderada (Fawzi et al., 2013). Otra posible 
explicación,  sería  que  la  inmunización  previa  ha  provocado  una  expulsión  temprana  de  los 
vermes con respuesta adaptativa rápida y, con ello, se ha impedido la activación de la respuesta 
de  eosinófilos  detectada  en  los  animales  control  de  infección.  En  cualquier  caso,  nuestros 




modulando  la  respuesta  inmunitaria del hospedador. Aunque ambas  inmunoglobulinas  (IgM e 
IgG) aumentan como consecuencia de la infección con las dos fórmulas vacunales los niveles de 
estas inmunoglobulinas aumentan ya tras la primera dosis de inmunización, y una vez se reta a 
los animales  inmunizados,  los niveles de ambas  inmunoglobulinas ascienden progresivamente, 
con  diferencias  significativas  respecto  a  los  grupos  control  (animales  infectados,  controles  de 
adyuvantes  y  control  no  infectado).  Por  tanto,  la  inmunización  previa  conteniendo el  péptido 
recombinante PP2Ar provocó un aumento en  los niveles de  anticuerpos  frente  a  la  infección, 
IgM e IgG, superiores a los generados por los animales control de infección.  
También  la  administración  de  los  adyuvantes  produjo  un  ligero  aumento  de  estas 
inmunoglobulinas, aunque inferior al experimentado cuando las fórmulas contienen la PP2Ar. En 
el  caso  específico  del  grupo  inmunizado  con  los  adyuvantes  de  la  formulación  FV‐PLU  se 
detectaron  niveles  de  IgG  elevados  desde  la  primera  inmunización  intranasal,  a  pesar  de  no 
incluir al antígeno, sugiriendo que probablemente  la combinación del Plurónic con las paredes 
bacterianas  (PB)  provoque  la  producción  de  anticuerpos  y  la  activación  de  mecanismos 
inespecíficos  que,  como  ya  se  ha  comentado  anteriormente  conferirían  protección  parcial.  El 
efecto  protector  de  las  paredes  bacterianas  frente  a  la  infección  por  helmintos  ya  ha  sido 
descrito por otros autores (Abel et al., 2000; Petrovsky & Aguilar, 2004; González‐Sánchez et al., 
2014)  pudiendo  atribuirse  estos  efectos  a  la  activación  inmunológica  por  parte  de  los 
lipopolisacáridos  (LPS)  presentes  en  las  PB  que  actuarían  como  agonistas  de  los  Toll‐like 
receptors (TLRs) presentes en una amplia gama de células (Nhu et al., 2006). Tras su activación, 
los TLRs modulan la respuesta inmunitaria induciendo la expresión, entre otras, de quimioquinas 




diferentes  con  respecto  a  IgA  secretora.  En  este  caso  sí  hay  diferencias  claras  entre  los 
resultados  obtenidos  en  función  de  la  formulación  empleada.  Aunque  en  ningún  caso  la 
administración de  los  adyuvantes por  sí mismos produjo ningún aumento,  con  la  fórmula  FV‐
CMC  los  niveles  de  IgA  determinados  fueron  muy  superiores  a  los  del  grupo  control  de 
adyuvantes e incluso superiores a los del control de infección. En cambio, cuando se  inmunizó 
con la fórmula FV‐PLU los niveles de IgA determinados en ratón fueron similares a los del grupo 
control de adyuvantes e  incluso  inferiores a  los del control de  infección. La  respuesta  local de 





al.,  2008).  En  estudios  recientes  se  ha  descrito  que  la  estimulación  directa  ex  vivo  de  los 
linfocitos B del bazo en ratones con LPS en los nódulos linfáticos, ofrece una respuesta elevada 
de  IgG  e  IgAs  nivel  local  (Mathews  et  al.,  2016),  y  que  asociada  a  la  inmunización  nasal  con 
bacterias  se  inducen  respuestas  de  anticuerpos,  locales  y  sistémicas,  provocando  fuertes 
respuestas  de  IgAs,  pero  también  para  IgG  (Schmidt  et  al.,  1989;  Kaplan  et  al.,  2015).  En  el 
estudio  de  Solano‐Parada  et  al.  (2010),  se  señala  que  los  niveles  de  IgA  aumentaron  con  la 
administración de PB.  Se  sabe que  las  PB  inducen  respuesta  de  la mucosa,  incrementando  la 
producción de IgA, lo que explicaría el aumento en los niveles de esta inmunoglobulina en este 
ensayo  experimental.  En  nuestro  caso,  las  PB  aumentan  ligeramente  la  producción  de  IgAs. 
Dado que se ha sugerido la necesidad de estimulación de la respuesta de la mucosa para inducir 
protección  en  infecciones  por  helmintos  (Fawzi  et  al.,  2013),  es  posible  que  las  paredes 
bacterianas provoquen una activación de la inmunidad de la mucosa, pero con la incorporación 
en  la  fórmula del  péptido  recombinante  se  consiguen niveles  superiores de anticuerpos en el 
caso de la FV‐CMC coincidentes con mayores niveles de protección.  








ensayo  de  vacunación.  Trabajos  previos  de  inmunización  con  PP2Ar  describen  niveles  de  IgE 
invariables en todos  los grupos durante  la  fase de  inmunización hasta  los 14 días después del 




En  principio,  tras  una  inmunización  intranasal  es  esperable  una  respuesta  humoral  a 
nivel  intestinal  por  la  activación  de  la  inmunidad  de mucosas,  pero  no  se  sabe  si  es  posible 





los  nuestros,  ya  que  se  observaron  altos  niveles  de  inmunoglobulinas  séricas  tras  la 
administración  del  antígeno  recombinante,  antes  que  el  animal  sea  retado  con  el  parásito, 
pudiendo estos afectar al establecimiento de la  infección. La protección conferida por FV‐CMC 
probablemente  se  halla  relacionada  con  este  aumento  de  ambos  tipos  de  inmunoglobulinas, 









los días post‐reto.  Como hemos  comentado anteriormente el  tamaño de esta banda  coincide 
con la región catalítica de la proteína PP2Ac nativa de A. costaricensis que se ha utilizado como 
antígeno  en  la  vacuna,  proteína  que  se  ha  descrito  como  altamente  inmunogénica.  Con  la 
inmunización por sí misma, no se detecta ninguna banda específica, probablemente porque los 
anticuerpos  generados  como  consecuencia  de  la  administración  de  la  vacuna  no  alcanzan 
todavía  niveles  suficientes  para  detectar  ninguna  proteína  específica  en  las  condiciones  de 
nuestro ensayo. 
La  primera  línea  de  defensa  con  la  que  se  encuentran  los  nematodos  en  su  hábitat 
intestinal la constituye la barrera de moco que acompaña al epitelio para conformar la mucosa 
intestinal.  La  superficie  de  las  células  intestinales  está  recubierta  por  un  gel  constituido 
mayoritariamente por mucinas, una serie de glicoproteínas que  son secretadas por  las células 
epiteliales  caliciformes,  componentes  esenciales  en  la  defensa  y  eliminación de  los  helmintos 
gastrointestinales  (Hasnain et al., 2010, 2011). El  intestino grueso,  lugar de parasitación de A. 
tetraptera, posee dos capas de moco; la capa interna que aparece ligada a la mucosa y la más 
externa,  menos  densa,  con  la  que  están  en  contacto  los  parásitos.  Las  mucinas  son  el 
componente  mayoritario  del  moco  secretado  por  las  células  caliciformes,  junto  a  otras 
moléculas  como  anticuerpos  (IgAs)  secretadas  por  células  plasmáticas,  defensinas  secretadas 





Durante  las  infecciones  intestinales se producen diferencias cuantitativas y cualitativas 
en  la  composición  del  moco  (Linden  et  al.,  2008;  Hasnain  et  al.,  2011).  Es  evidente  la 
contribución  de  mucinas  específicas  a  las  propiedades  físicas  generales  del  moco  y  cómo  la 
composición del moco puede cambiar con respecto a diferentes tipos de infecciones (Turner et 
al., 2013). Las lectinas del tipo interlectinas, como otro componente del moco secretado por las 
células  caliciformes,  ejercen  un  papel  en  la  resistencia  a  los  helmintos  incluyendo  efectos 
indirectos sobre otras glicoproteínas secretadas por dichas células caliciformes  intestinales. En 
concreto  se  les  atribuye  la  función  de  entrecruzarse  alrededor  del  parásito  dando  como 
resultado la formación de un "cemento glicoproteico" alrededor de los nematodos que facilita 
su expulsión (Artis, 2006). Asimismo, en relación al papel protector del moco, se ha demostrado 
que  la mucina Muc2  está  regulada  positivamente  en  ratones  resistentes  a  la  infección  por T. 
muris,  sin  embargo,  existen  otros mecanismos  de  expulsión  implicados,  pues  los  ratones  con 
deficiencia de Muc2 también fueron capaces de expulsar al parásito y mostraron respuestas Th2 
inalteradas (Hasnain et al., 2010). 
Inducidas  por  las  citoquinas  de  Th2,  IL‐4  e  IL‐13,  las  células  caliciformes  también 





las células caliciformes,  fortaleciendo  la capa de moco necesaria para mantener su  función de 
barrera  y  la  homeostasis  inmunitaria  (Artis  et  al.,  2006;  Hogan  et  al.,  2006).  En  este  sentido 
hemos demostrado un aumento en número y tamaño de las células caliciformes lo que conlleva 
un aumento de la liberación de moco soluble, el cual impide el establecimiento de los adultos en 
el  intestino  probablemente  asociado  al  incremento  en  la  secreción  de  las  moléculas 
componentes de este moco. Este aumento ya es visible tras  la  inmunización de los animales y 
por  tanto  es  posible  que  la  vacuna  este  favoreciendo  este  proceso  característico  de  las 
infecciones  por  helmintos.  Un  estudio  reciente  ha  descrito  el  papel  desempeñado  por  el 






inmunizados  y  retados  (FV‐CMC‐R)  es  por  tanto  un  sello  distintivo  de  las  infecciones  por 
helmintos  intestinales y es crucial para  la expulsión de los nematodos. Todo esto,  junto con el 
incremento de los anticuerpos locales (IgA) detectados en mucosa y unido a la acción específica 
mediada  por  los  linfocitos  cuyos  niveles  se  encuentran  incrementados  tras  la  inmunización  y 
reto  (supuestamente  células  plasmáticas  productoras  de  IgA  y  proteasas)  podrían  ser 
mecanismos  implicados  en  una  eliminación  rápida  del  parásito.  Como  se  ha  dicho 
anteriormente,  la hiperplasia de  las criptas y sobreproducción de moco, se suelen asociar a  la 




Como  se  ha  discutido  anteriormente,  como  consecuencia  de  la  infección  por  A. 
tetraptera,  las  citoquinas  CXCL15  y  GRO  1  están  incrementadas  a  nivel  de  colon,  estando 
relacionadas  con  una  función  atrayente  de  neutrófilos  y  macrófagos  como  mecanismo  de 
defensa. Sin embargo, la inmunización de los animales con la fórmula FV‐CMC originó un perfil 
de expresión de quimioquinas más amplio, con un aumento de la producción de CCL2, CCL17 e 
IL‐8  además  de  CXCL15  y  GRO  1.  Estos  niveles  de  quimioquinas  están  aumentados  en  los 
animales inmunizados y retados, por tanto, la administración de la vacuna favorece una mayor 
producción y más amplia de citoquinas que únicamente la infección con A. tetraptera.  








T  se  activó  tras  la  inmunización  con  PP2Ar,  reclutando  linfocitos  a  la  zona  de  la  mucosa  en 








atrayente  de  linfocitos  T  hacia  la  mucosa.  La  CCL17  es  necesaria  para  la  inducción  de  una 
respuesta  inflamatoria a nivel de  intestino en ratones asociado a  la activación de  la Th1/Th17 
reduciendo  la expansión de  las  células Treg  (Heiseke et al.,  2012).  La CCL17 es expresada por 
numerosas células entre las que se encuentran los linfocitos cooperadores (Th CD4+), linfocitos 
T  (Tc  citotóxicos CD8+),  células NK  (“natural  killer”), macrófagos y  células dendríticas  (Ness et 
al., 2006; Semmling et al., 2010). Su receptor, el CCR4 se expresa en células Th17, Th2 y células 




IL‐23  por  parte  de  las  células  dendríticas,  promoviendo  la  diferenciación  a  Th1  y  Th17  y 
reduciendo  los  niveles  de  inducción  de  las  células  Foxp3+  o  Treg.  Estos  linfocitos  Treg  son 
productores de IL‐10 y TGF‐β, contribuyendo así a su actividad reguladora/supresora, suprimen 





IL‐23  e  IL‐17  propias  de  la  respuesta  Th17.  La  activación  de  la  respuesta  en  sentido  Th1  con 
sobreproducción  de  INF‐γ  bloquearía  las  otras  respuestas  Th17  y  Th2.  En  2005,  Cliffe  y 
colaboradores  propusieron  una  nueva  explicación  para  la  expulsión  de  T.  muris  en  animales 
resistentes motivado  por  el  hecho  de  que  las  infecciones  crónicas  de  nematodos  intestinales 
causan  una  alteración  de  la  estructura  intestinal,  sugirieron  que  el  aumento  del  recambio  de 









mecanismos  dependientes  de  anticuerpos  desempeñan  un  papel  más  prominente  en  la 
expulsión de gusanos (Dixon et al., 2010). 
En cuanto a  la respuesta  local,  la  inmunización produjo un predominio de la respuesta 
tipo Th17, destacando en placas de Peyer los elevados niveles de expresión de IL‐23 e IL‐17 de 
forma  más  acentuada  a  lo  que  ocurre  con  la  infección,  provocando  una  menor  carga  de 
parásitos. La respuesta local Th17 activa a IL‐9 la cual deriva en una respuesta Th9, directamente 














de  estos  nematodos  intestinales  parásitos,  sugiriendo  que  la  disminución  de  los  niveles 
inflamatorios de IL‐17 altera el entorno Th9.  
La  valoración  global  del  efecto  de  la  formulación  que  combina  al  péptido  PP2Ar  con 
carboximetilcelulosa  y paredes bacterianas  (FV‐CMC) nos hace proponer esta  vacuna  como  la 
candidata  para  futuros  ensayos  de  inmunización  intranasal  frente  a  nematodosis.  A  nivel  de 
mucosa  esta  vacuna  estimuló  la  secreción  de  IgAs  específicas.  La  producción  de  anticuerpos 
probablemente fue provocada por la inflamación local detectada en placa de Peyer con carácter 














































2. La  infección  experimental  del  ratón  en  condiciones  estándar  produce  una  respuesta 
inmunitaria sistémica caracterizada a nivel hematológico por neutropenia, linfocitosis y 
ligera eosinofília,  asociada  con niveles elevados de  inmunoglobulinas específicas,  IgM, 
IgG e IgE desde los primeros días de la infección. 
 
3. A nivel  intestinal  la  infección  provoca  una  respuesta  defensiva  local,  que  combina  un 
aumento en la producción de IgA secretora, un incremento en la producción y secreción 
de moco  soluble  por  parte  de  las  células  caliciformes,  con  secreción de quimioquinas 









5. La  doble  inmunización  vía  intranasal  con  las  fórmulas  que  combinan mucoadhesivos, 
paredes  bacterianas  juanto  al  péptido  PP2Ar  (FV‐CMC  y  FV‐PLU)  ofreció  los  mejores 
resultados de eficacia protectora y seguridad. 
 
6. La  respuesta  inmunitaria  detectada  en  los  ratones  sometidos  a  los  ensayos  de 
inmunización con  las  fórmulas FV‐CMC y FV‐PLU se  caracteriza por una concentración 







7. Únicamente  la  inmunización con  la  fórmula FV‐CMC produjo una  respuesta a nivel de 
mucosa, con un aumento de IgAs, probablemente como consecuencia de la inflamación 
local detectada en placas de Peyer,  en  las que  se detectó una  respuesta  con  carácter 
Th17  (IL‐23  e  IL‐17),  que  aumentó  la  secreción  de  moco  y  promovió  la  atracción  de 
células  inmunoactivas  por  las  quimioquinas  (CCL2,  CCL17,  GRO  1,  CXCL15  e  IL‐8), 
mostrando un efecto local protector. 
 
8. La  valoración  del  conjunto  de  los  resultados  expuestos,  permite  considerar  a  la 
formulación  que  combina  al  péptido  PP2Ar  con  carboximetilcelulosa  y  paredes 
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